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RESUMO 
 
A produção de etanol a partir de materiais lignocelulósicos, denominada “etanol de segunda 
geração” (E2G), em larga escala é um desafio técnico-econômico em função da dificuldade em 
acessar e converter os carboidratos em açúcares fermentescíveis a etanol com alto 
rendimento e produtividade. Diversas rotas têm sido pesquisadas e avaliadas extensivamente 
para o seu desenvolvimento tecnológico de maneira sustentável. A rota adotada neste 
trabalho é baseada na separação de correntes. Há uma primeira etapa de pré-tratamento em 
que se recupera o hidrolisado hemicelulósico. A fermentação de pentoses apresenta grandes 
obstáculos, sendo as principais a elevada carga de inibidores, micro-organismo pouco apto, 
além de rendimento e produtividade baixos. A fração sólida pré-tratada, rica em celulose, é 
hidrolisada pela ação de um conjunto de enzimas para a sua conversão a glicose. As 
dificuldades nessa etapa são baixo rendimento e produtividade, e elevado custo. Neste 
trabalho adotou-se a fermentação do hidrolisado celulósico pelo processo atualmente 
praticado nas usinas de etanol de primeira geração (E1G). Foram abordados o estudo da 
fermentação integrada com caldo e melaço de cana-de-açúcar, e de maneira autônoma. O 
objetivo foi analisar o impacto da integração no processo brasileiro atual de fermentação 
alcoólica com reciclo de células, pois os componentes inibitórios poderiam afetar o 
desempenho fermentativo e as funções metabólicas da levedura, inviabilizando a sua 
integração. Hoje a área de fermentação é responsável pela menor eficiência industrial devido 
a diversos fatores negligenciados, como contaminação bacteriana e instalações inapropriadas. 
Já a fermentação de maneira independente em uma unidade autônoma de E2G foi avaliada 
para determinar a suplementação de nutrientes necessária a partir de fontes 
economicamente viáveis. Neste trabalho foram levantados dados experimentais de 
fermentação em biorreatores de bancada de 1 L e 2 L. O hidrolisado celulósico foi obtido por 
pré-tratamento hidrotérmico de bagaço de cana-de-açúcar em reator de 350 L seguido de 
hidrólise enzimática em reator de 20 L com conjunto de enzimas comerciais. A fermentação 
alcoólica integrada com 16% de hidrolisado celulósico em batelada com reciclo de células em 
10 ciclos consecutivos teve um desempenho muito similar à fermentação de E1G. A 
fermentação com 100% de hidrolisado foi viável mediante a suplementação com 8% de 
melaço. O vinho dessas fermentações foi destilado em um sistema de batelada para a 
 
 
 
  
caracterização da mistura hidroalcoólica e da vinhaça. A mistura hidroalcoólica apresentou 
propriedades físicas próximas às especificadas pela ANP para etanol combustível em relação 
a condutividade, acidez e pH. A vinhaça apresentou DBO e DQO similares e nitrogênio total 
bem menores aos valores usuais de vinhaça de E1G. As taxas de crescimento celular foram 
menores comparadas à fermentação de E1G. Entretanto, não prejudicou o desempenho 
fermentativo. Porém, não é possível afirmar que não haverá prejuízo na indústria, uma vez 
que a taxa de crescimento deve compensar a perda de células na centrifugação para manter 
a produtividade. Dessa maneira, foram estudadas as condições favoráveis de reativação de 
células para remediar os efeitos colaterais dos inibidores do hidrolisado. 
 
Palavras-chave: fermentação alcoólica, reciclo de células, hidrolisado celulósico, tratamento 
de células, etanol de segunda geração (E2G). 
 
 
 
  
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
The production of ethanol from lignocellulosic materials, named “second-generation ethanol” 
(E2G), on a large scale is a techno-economical challenge due to the difficulty in accessing and 
converting carbohydrates into fermentable sugars and then into ethanol with high yield and 
productivity. Several routes have been extensively researched and evaluated for its 
technological development in a sustainable way. The route adopted in this work is based on 
the separation of streams. There is a first step of pretreatment wherein the hemicellulosic 
hydrolysate is recovered. Pentose fermentation presents major obstacles, mainly the high 
load of inhibitors, ineffective performance of the micro-organism, as well as low yield and 
productivity. The pretreated solid fraction, rich in cellulose, is hydrolyzed by the action of a 
set of enzymes for its conversion into glucose. The drawbacks of this step are low yield and 
productivity, and high cost. This work adopted the fermentation of cellulosic hydrolysate by 
the process currently employed in first-generation ethanol plants (E1G), through an integrated 
configuration and stand-alone unit. The aim was to analyze the impact of integration in the 
current Brazilian process of alcoholic fermentation with cell recycling, since the inhibitory 
components could affect the fermentative performance and metabolic functions of the yeast, 
invalidating the integration. Nowadays, the field of fermentation is responsible for the lowest 
industrial efficiency because of many neglected factors, such as bacterial contamination and 
improper installations. Comparatively, fermentation on a stand-alone E2G unit was evaluated 
to determine the required nutrient supplementation from economically viable sources. In this 
work, experimental data on fermentation were collected using bench bioreactors of 1 L and 2 
L. The cellulosic hydrolysate was obtained by hydrothermal pretreatment of sugarcane 
bagasse in a 350-L reactor followed by enzymatic hydrolysis using a 20-L reactor and a set of 
commercial enzymes. The integrated alcoholic fermentation with 16% of cellulosic 
hydrolysate in batch mode with cell recycling in 10 consecutive cycles showed a very similar 
performance to the fermentation of E1G. Fermentation using cell recycling with 100% of 
hydrolysate was feasible by supplementation with 8% of molasses. The wine from these 
fermentations was distilled in a batch system for characterization of the hydro alcoholic and 
vinasse fractions. The hydro alcoholic fraction exhibited physical properties similar to those 
specified by ANP for fuel ethanol in relation to conductivity, acidity and pH. Vinasse presented 
 
 
 
  
similar BOD and COD and total nitrogen considerably lower than the usual values of E1G 
vinasse. Cell growth rates were lower compared to the fermentation of E1G. Nevertheless, it 
did not impair the fermentative performance. However, it is not possible to assert that there 
will be no damage in the industry, since the growth rate must compensate cell loss in 
centrifugation to maintain productivity. Thus, the favorable conditions for cell reactivation 
were studied to alleviate the side effects of hydrolysate inhibitors. 
 
Keywords: alcoholic fermentation, cell recycling, cellulosic hydrolysate, cell treatment, 
second-generation ethanol (E2G). 
 TERMINOLOGIA 
 
ART: açúcares redutores totais. Soma de sacarose equivalente a açúcar redutor, glicose e 
frutose (ART = sacarose/0,95 + glicose +frutose). 
ATR: açúcar teórico recuperável. Representa a equivalência da cana-de-açúcar em açúcar e 
etanol para fins de pagamento. 
Caldo: solução rica em sacarose extraída dos colmos da cana-de-açúcar por extração ou 
difusão. 
Melaço: mel final do licor mãe separados dos cristais de açúcar por centrifugação.  
Mosto: solução de açúcares fermentescíveis formulado a partir de caldo e melaço. Neste 
trabalho será preferencialmente chamado de substrato. 
Vinho final: meio fermentado alcoólico após fermentação. 
Vinho delevurado: vinho praticamente isento de leveduras após separação em centrífugas de 
discos. 
Creme-de-levedura: solução concentrada de leveduras após a centrifugação do vinho 
tipicamente com 60 a 80% (v/v) de células. 
Pé-de-cuba: suspensão celular de em água e ácido tipicamente entre 20 e 30% (v/v) de células. 
°brix: açúcares solúveis em solução aquosa expressa em porcentagem mássica medida por 
refratômetro. 
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CAPÍTULO 1 
 
INTRODUÇÃO 
 
 
A demanda por combustíveis renováveis tem sido fortemente impulsionada pelo 
tratado internacional assinado na Convenção do Clima de Paris (COP21) realizado em 2015, 
em que o Brasil se comprometeu a reduzir 37% a emissão de gases de efeito estufa até 2025 
e 43% até 2030 em relação aos índices de 2005. O etanol brasileiro representa um importante 
combustível renovável como instrumento para cumprir as metas da COP21 por ser 
considerado um combustível avançado e apresenta potencial de aumento de produtividade 
em até 46% com o aproveitamento de bagaço e palha, sem aumento da área cultivada de 
cana-de-açúcar. 
 
A demanda pelo etanol a partir de materiais lignocelulósicos como bagaço e palha 
de cana-de-açúcar, denominado de Etanol de Segunda Geração (E2G), surgiu anteriormente 
nas diretrizes apontadas pelo estudo encomendado pelo MCT (Ministério de Ciência e 
Tecnologia) para o NIPE (Núcleo Interdisciplinar de Planejamento Estratégico) em conjunto 
com o CGEE (Centro de Gestão de Estudos Estratégicos), para o Brasil substituir 10% da 
gasolina consumida no mundo em 2025 sem expansão agrícola (CGEE, 2009).  
 
Desde então centros de pesquisas e unidades pioneiras foram criadas para 
alavancar o E2G. A maioria ainda não conseguiu desvencilhar dos entraves técnicos do pré-
tratamento e o elevado custo das enzimas. O pré-tratamento acarreta a formação de 
componentes inibitórios e liberação de grupos acetil que dificultam as operações seguintes. 
Em específico este trabalho abordou a área de fermentação alcoólica para avaliar a operação 
de uma planta E2G integrada à planta E1G e também de maneira autônoma.  
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1.1. Objetivo geral 
 
O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a fermentação alcoólica com 
reciclo de células empregando como substrato hidrolisado celulósico de bagaço de cana-de-
açúcar para produção de etanol de segunda geração (E2G) de maneira integrada à uma usina 
de açúcar e etanol de primeira geração (E1G) e como uma unidade autônoma de E2G.  
 
Objetivos específicos 
 
Os objetivos específicos realizados para atingir o objetivo geral foram: 
 
 Avaliar o efeito inibitório do ácido acético e furfural em fermentação alcoólica; 
 Desenvolvimento e validação de um aparato experimental para validação de 
experimento de fermentação alcoólica com reciclo de células, levantamento e 
teste de ferramentas de monitoramento em tempo real, desenvolvimento de 
métodos analíticos e de monitoramento de processos; 
 Estudos dos parâmetros do tratamento de células; 
 Produção de hidrolisado celulósico a partir de bagaço de cana-de-açúcar para 
avaliação da fermentação com reciclo; 
 Destilação do vinho de segunda geração para fins de avaliar as características do 
etanol e da vinhaça; 
 Balanço global da rota tecnológica adotada neste trabalho. 
 
1.2. Contribuição da tese 
 
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório Nacional de Ciência e 
Tecnologia do Bioetanol (CTBE)/Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM).  
Contribuiu para a pesquisa e desenvolvimento de processos, validação de métodos 
experimentais, analíticos e de modelagem matemática no contexto do eixo de Pesquisa e 
Desenvolvimento in house do CNPEM, nas divisões de Processamento de Biomassa do CTBE e 
Avaliação Integrada de Biorrefinarias por meio do temático FAPESP 2011/51902-9 “Simulação 
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da Biorrefinaria de Cana-de-açúcar de 1ª Geração na Plataforma EMSO”.  Os resultados 
gerados trazem contribuições para o avanço da implementação de tecnologias de produção 
de etanol de segunda geração por meio do domínio do processo de fermentação alcoólica. A 
parte final deste trabalho foi realizado no Laboratório de Otimização, Projeto e Controle 
Avançado (LOPCA) da Faculdade de Engenharia Química da UNICAMP. Contribuindo para a 
soma de conhecimento na área de destilação, especificação do etanol e caracterização da 
vinhaça. 
 
1.3. Produção Bibliográfica 
 
Durante o período de integralização do doutorado foram produzidos trabalhos 
técnico-científico vinculados à área de fermentação alcoólica. 
 
Capítulo de livro submetido: 
 
ROSSELL, C. E. V.; YAMAKAWA, C. K.; RIVERA, E. C; NOLASCO JUNIOR, J. Ethanol production, 
In: Cane Sugar Engineering.   
 
Memorando técnico: 
 
YAMAKAWA, C. K.; LEAL, J. S. M.; NOLASCO JUNIOR, J.; ROSSELL, C. E. V. Processos de 
fermentação alcoólica com reciclo de células. In: MeT 05/2016. CNPEM, Campinas, São Paulo. 
2016. 
RIVERA, E.C.; YAMAKAWA, C. K. ; HERRERA-GARCIA, M. ; GERALDO, V. C. ; ROSSELL, C. E. V. ; 
MACIEL FILHO, R. ; BONOMI, A. ; CAPONE, J. Fed-Batch Bioethanol Production Process using 
Eppendorf® New Brunswick? Bioflo®/ CelliGen® 115. 2013 (Application Note). 
 
Artigos publicados em periódicos: 
 
RIVERA, E.C.; YAMAKAWA, C.K.; GARCIA, M.H.; GERALDO, V.C.; ROSSELL, C.E.V.; MACIEL 
FILHO, R.; BONOMI, A. A procedure for estimation of fermentation kinetic parameters in fed-
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batch bioethanol production process with cell recycle. Chemical Engineering Transactions , 
v.32, p.1369-1374. 2013. 
HERRERA, W. E.; RIVERA, E. C.; ALVAREZ, L. A.; TOVAR, L. P.; TAMAYO, S. R.; YAMAKAWA, C.K.; 
BONOMI, A.; MACIEL FILHO, R. Modeling and control of a continuous ethanol fermentation 
using a mixture of enzymatic hydrolysate and molasses from sugarcane. Chemical Engineering 
Transactions, v. 50, p. 169-174, 2016. 
YAMAKAWA, C.K.; TAMAYO, S. R.; GERALDO, V. C.; RIVERA, E. C.; HERRERA, W. E.; BONOMI, 
A.; ROSSELL, C.E.V.; MACIEL FILHO, R. Ethanol fermentation of cellulosic hydrolysate from 
sugarcane bagasse to develop stand-alone second generation ethanol plant. Chemical 
Engineering Transactions, v.50, p. 163-168, 2016. 
 
Trabalhos completos publicados em anais de congresso: 
 
FUJIWARA, E. ; ONO, E. ; YAMAKAWA, C. K. ; IENCZAK, J. L. , ROSSELL, C. E. V.; SUZUKI, C. K.  
On line monitoring of fermentation processes by a Fresnel-based optical fiber reflectometer. 
In: XXVIII ISSCT Congress, São Paulo, Brasil, 2013. 
YAMAKAWA, C. K.; RINKE, R.; ROSSELL, C. E. V.; MACIEL FILHO, R. Biochemistry of alcoholic 
fermentation monitored by Nalco Yeast Activity Monitor. In: XXVIII ISSCT Congress, São Paulo, 
Brasil, 2013. 
FUJIWARA, E. ; ONO, E. ; YAMAKAWA, C. K. ; IENCZAK, J. L. ; ROSSELL, C. E. V. ; SUZUKI, C. K.  
Real-time monitoring of fermentation process applied to sugarcane bioethanol production. In: 
Proc. SPIE 8421, OFS2012 22nd International Conference on Optical Fiber Sensors, Beijing, 
China, 2012. 
 
Resumos publicados em anais de congressos: 
 
YAMAKAWA C.K.; HERRERA W.E.; SAAD M.B.W.; GERALDO, V.C.; RIVERA E.C.; ROSSELL, C.E.V., 
MACIEL FILHO, R.; BONOMI, A. Investigating acid treatment parameters in ethanol 
fermentation process with cell recycling. In: 2nd Brazilian Bioenergy Science and Technology 
Conference (BBEST), Campos do Jordão, São Paulo, Brasil, 2014. 
Capítulo 1: Introdução 28 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
HERRERA, W. E.; RIVERA, E. C.; YAMAKAWA, C.K.; TOVAR, L. P.; GERALDO V.C.; ROSSELL, C.E.V.; 
BONOMI, A.; MACIEL FILHO, R. Kinetic study of ethanol fermentation from sugarcane bagasse 
enzymatic hydrolyzate concentrated with molasses. In: 37th Symposium on Biotechnology for 
Fuels and Chemicals, San Diego, CA, USA, 2015. 
YAMAKAWA, C.K.; ROSSELL, C. E. V.; MACIEL FILHO, R. Assessment of cellulosic hydrolysate 
fermentation integrated to first generation ethanol production. 38th Symposium on 
Biotechnology for Fuels and Chemicals, Baltimore, MD, USA, 25-28 Abril, 2016. 
YAMAKAWA, C. K.; RABELO, S. C.; SAAD, M. B.W.; DE CARLI, C. M.; ROJAS, S. T.; ARIAS, E. L. M.; 
ROSSELL, C. E. V.; MACIEL FILHO, R. Production of ethanol from sugarcane bagasse: real data 
and its bottlenecks. In: 22nd International Congress of Chemical and Process Engineering, 
CHISA, Praga, República Checa, 28-31 Agosto, 2016. 
 
 
 
   
Capítulo 2: Revisão Bibliográfica 29 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
CAPÍTULO 2 
 
REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
Este capítulo contextualiza o mercado de etanol, processo de produção de açúcar 
e etanol com ênfase na fermentação alcoólica, modelos cinéticos, processo de etanol de 
segunda geração, para fornecer um fundamento teórico para desenvolvimento deste 
trabalho. 
 
 
2.1. Contexto histórico 
 
No Brasil houve uma grande intervenção do Estado para a estruturação da 
agroindústria da cana-de-açúcar. Em 1933 foi criado o Instituto do Açúcar e do Álcool (IAA) 
com fins de orientar, fomentar e controlar a produção de açúcar e etanol e suas matérias 
primas, inclusive foi responsável por fixar preços, cotas, exportação e importação. Em 1975 
foi criada o Programa Nacional do Álcool (Proálcool) devido à crise do petróleo entre 1973 e 
1979 para substituir a gasolina por uma fonte alternativa e renovável. O IAA ofereceu apoio 
técnico e administrativo ao Proálcool interagindo com a Comissão Executiva Nacional do 
Álcool (CENAL) e o Conselho Nacional do Petróleo (CNP). No segundo período do Proálcool 
(1979 a 1986) houve um estímulo à produção de etanol hidratado para ser usado diretamente 
em veículos automotores. O governo federal e a Associação Nacional dos Fabricantes de 
Veículos Automotores (ANFAVEA) estabeleceram um acordo para desenvolver tecnologias 
para produção de automóveis movidos a etanol. E houve estímulo através da redução de 
imposto sobre esses automóveis e fixação do preço do etanol em 64,5% do preço da gasolina. 
As vendas de veículos movidos exclusivos à etanol hidratado cresceram de 240.638 unidades 
em 1980 para 698.564 unidades em 1986 correspondente a 96% da frota nova nacional. A 
queda da venda desses veículos começou em 1986 devidos à crise econômica e queda do valor 
internacional do petróleo. As intervenções governamentais foram retiradas com a extinção do 
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IAA e do Proálcool para atender a Constituição Federal de 1988 (artigo 174), em que o Estado 
serve com um agente normativo e regulador. Neste período ocorreu a consolidação da 
mistura de etanol anidro à gasolina em até 25% e consolidação tecnológica (UNICA, 2007). 
Desde 2015 a porcentagem de mistura de etanol anidro à gasolina comum, gasolina C, é de 
27,5% e à gasolina premium é de 25%.  
 
A Figura 2.1 mostra a evolução da produção de etanol. No primeiro período do 
Proálcool, a produção passou de 580 milhões de litros em 1975 para 2.854 milhões de litros 
em 1979 que correspondia à etanol anidro para uso na mistura de até 4,5% à gasolina. Entre 
1979 e a safra1 de 1985/86 corresponde ao auge do Proálcool em que a produção passou para 
11.829 milhões de litros. A partir da safra de 1985/86 até 1990/91 ocorreu uma de estagnação 
em torno de 12 bilhões de litros. Nesse período até 1999, a venda de automóveis movidos 
somente à etanol estagnou devido à desregulamentação do setor. A partir de 2002 ocorreu a 
retomada de crescimento impulsionada pelas questões ambientais. Em 2003 foi lançado a 
tecnologia flex-fuel e o desenvolvimento do mercado externo (MME, 2016). A projeção de 
demanda de etanol na safra de 2023/24 é de 45.500 milhões de litros baseada no crescimento 
da frota nacional de veículos (FIESP, 2013). 
 
 
Figura 2.1 Evolução da produção brasileira de etanol 1975 a 2015/16 e projeção para 2023/ 24 (DA 
CRUZ; GUERREIRO; RAIHER (2012), UNICA (2016), FIESP (2013)) 
                                                          
1 O período de uma safra corresponde ao mês de abril do ano corrente até o mês de março do ano seguinte. 
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2.2. Aspecto ambiental 
 
O apelo mundial pelo uso de energia de fontes renováveis foi consequência dos 
alarmes ambientais destacado na Conferência do Rio de Janeiro de 1992, Conferência das 
Nações Unidas sobre o Meio Ambiente e o Desenvolvimento. A Convenção-Quadro das 
Nações Unidas sobre Mudança do Clima (UNFCCC – United Nations Framework Convention on 
Climate Change) foi criada com o objetivo de estabilizar as concentrações de gases do efeito 
estufa (GEE ou em inglês GHG – Greenhouse gas) na atmosfera em um nível que impeça uma 
interferência antrópica perigosa no sistema climático. Os países signatários devem proteger o 
sistema climático em benefício das gerações presentes e futuras com base na equidade e em 
conformidade com suas respectivas capacidades. Anualmente realiza-se a Conferência das 
Partes (COP) cujo objetivo é manter regularmente sob exame e tomar as decisões necessárias 
para promover a efetiva implementação da Convenção e de quaisquer instrumentos jurídicos 
que a COP possa adotar (UNFCCC, 2016).  
 
O Protocolo de Quioto em 1997 firmou obrigações aos países desenvolvidos 
reduzirem emissões de GEE em 5,2% abaixo dos níveis de 1990 até 2012. Pois são eles os 
responsáveis majoritários pelo alto nível de emissão de GEE na atmosfera durante os 150 anos 
de atividade industrial. No entanto, os países que mais lançam GEE não retificaram, mesmo 
com Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL) em que os países desenvolvidos podem 
comprar créditos de carbono resultantes de atividades de projeto desenvolvidas em qualquer 
país em desenvolvimento ratificado no Protocolo de Quioto. O Brasil ratificou em 2002 e tem 
desempenhado importante papel no contexto ambiental internacional pela participação 
significativa de energia renovável em sua matriz energética. Os resultados do Protocolo de 
Quioto foi a redução da emissão de CO2 em média de 7% em 2009 (GRUNEWALD; MARTINEZ-
ZARZOSO, 2016) e representou um grande avanço para o incentivo ao desenvolvimento 
mundial de energias renováveis e uso consciente dos recursos naturais. Entretanto, não houve 
uma redução global de emissão de GEE, ao contrário houve um significativo aumento 
relacionado diretamente aos países que não ratificaram o protocolo, China, EUA e países 
emergentes (CLARK, 2012). 
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Na COP 21 (21ª Conferência das Partes) evento realizado na França em dezembro 
de 2015, foi aprovado um novo acordo global, o Acordo de Paris, que possui metas de redução 
de emissões de GEE para todos os países, desenvolvidos e em desenvolvimento, definidas 
nacionalmente conforme as prioridades e possibilidades de cada um. A meta geral definida é 
conter o aumento da temperatura abaixo dos 2°C em relação aos níveis pré-industriais. Cada 
país apresentou as Pretendidas Contribuições Nacionalmente Determinadas (INDC - Intended 
Nationally Determined Contributions).  
 
As INDC´s apresentadas pelo Brasil foram: reduzir as emissões de GEE em 37% 
abaixo dos níveis de 2005 em 2025, em 43% abaixo dos níveis de 2005 em 2030. Para isso, o 
país se comprometeu a aumentar a participação de energia sustentável na sua matriz 
energética para aproximadamente 18% até 2030, restaurar e reflorestar 12 milhões de 
hectares de florestas, bem como alcançar uma participação estimada de 45% de energias 
renováveis na composição da matriz energética em 2030 (MME, 2016a). 
 
A INDC apresentada pelos EUA na COP 21 é reduzir as emissões de GEE em 17% 
em 2020 e 83% em 2050, abaixo dos níveis de 2005 (UNFCC, 2016). Um dos projetos de lei em 
vigor é acelerar o uso de energia de fontes renováveis incluindo biomassas, energia eólica, 
solar e geotérmica. E somando-se a isso, o mais importante, criar um mercado forte a longo 
prazo para o consumo dessa nova geração de energia (U.S., 2010). O Estado da Califórnia foi 
um pouco mais proativo e se comprometeu a reduzir as emissões de GEE em 40% em 2020 
abaixo dos níveis de 1990 através de efetivos meios para o uso de combustíveis renováveis. O 
Conselho de Qualidade do Ar do Estado da Califórnia (CARB - California Air Resources Board) 
considera expressamente o etanol de cana-de-açúcar mais eficiente para redução de GEE que 
o etanol de milho (PIRES; SCHECHTMAN, 2010). 
 
A INDC apresentada pela União Europeia é reduzir as emissões de GEE de pelo 
menos 20% até 2020 em relação aos níveis de 1990. Para isso foram criadas leis dentre outras 
medidas, aumentar o uso de energias renováveis, como energia eólica, solar, hídrica e a partir 
de biomassas.  
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Em fevereiro de 2010 o etanol combustível brasileiro produzido a partir de cana-
de-açúcar passou a ser considerado um combustível avançado pela Agência de Proteção 
Ambiental dos Estados Unidos (EPA - United States Environmental Protection Agency) por 
reduzir as emissões de GEE em pelo menos 50% quando comparado à gasolina ou diesel. A 
agência calculou segundo seu método, que o etanol brasileiro a partir de cana-de-açúcar reduz 
as emissões de GEE em até 61% comparado a gasolina em um prazo de compensação de 30 
anos para emissões ligadas a efeitos indiretos do uso da terra. Enquanto que o etanol de milho 
mitiga as emissões em até 21% (PIMENTEL, 2012). 
 
2.3. Aspecto econômico 
 
O selo de combustível avançado e o incentivo ao consumo de combustíveis 
renováveis na Califórnia projetaram o etanol brasileiro no cenário mundial contribuindo para 
sua exportação. A Figura 2.2 mostra a evolução da exportação de etanol da safra de 2003/ 04 
até a safra de 2015/16 (UNICA, 2016). 
 
 
Figura 2.2 Evolução da exportação de etanol (UNICA, 2016) 
 
O aumento da exportação para os EUA contribuiu para o aumento geral da 
exportação de etanol em 2006 e 2007. Nesse período ocorreu um aumento do preço do milho. 
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Na safra de 2008/09 houve um recorde de quase 5 bilhões de litros motivado pelo aumento 
do barril do petróleo superiores a 100 dólares e pela quebra da safra de milho nos EUA 
(CARDOSO et al., 2009). 
 
Na safra de 2015/16 houve um aumento de 53% de exportação de etanol 
comparado à safra anterior que corresponderam a 2,25 bilhão de litros de etanol (SAMORA, 
2016). Na safra atual de 2016/17 de abril a junho, houve um aumento de 121% a mais que no 
primeiro trimestre da safra anterior, ou seja, exportação de 449 milhões de litros de etanol 
(RAMOS, 2016). 
 
Contudo, a exportação de etanol representou na média aproximadamente de 13% 
nesse período. A maior parte da produção de etanol hidratado e anidro é consumido 
internamente para atender principalmente a frota de automóveis flex-fuel e na mistura à 
gasolina.  
 
A tecnologia flex-fuel tornou-se opção preferencial na compra de veículos novos 
no Brasil desde o seu lançamento como mostra a Figura 2.3. Tal tecnologia permite o uso de 
etanol ou gasolina em qualquer proporção, e baseia-se em um sistema de sensor desenvolvido 
pela empresa Magneti Marelli em 2003. O primeiro sensor SFS® - Software Flexfuel Sensor é 
uma tecnologia que identifica e mede a mistura de etanol e gasolina no tanque de combustível 
por meio de sensores instalados no sistema de injeção, incluindo um sensor chamado de 
lambda que fica no sistema de escape e outros sensores para a combustão, revolução, 
velocidade e temperatura. Essas informações são processadas em um programa que 
determina a quantidade de combustível a ser injetada no motor e o instante em que a vela de 
ignição deve inflamar e queimar a mistura de combustível. Após a aceitação dessa tecnologia 
no mercado e a crescente demanda ocorreu a evolução para uma tecnologia de partida a frio 
que eliminou o “tanquinho” reserva de gasolina para partida do motor em temperaturas 
baixas (MAGNETI MARELLI, 2016). 
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Figura 2.3 Evolução do número de licenciamento de novos veículos por ano (UNICA, 2016) 
 
A Figura 2.3 ainda mostra uma renovação da frota de veículos de 2008 a 2012 
devido ao crescimento econômico, a distribuição de renda, ao aumento de crédito e pela 
retomada de investimentos públicos (BIELSCHOWSKY, 2012). A partir de 2013 começou a 
desaceleração da venda devido ao desaquecimento da economia e agravou em 2015 pela crise 
política e desaceleração da economia da China. A frota circulante de veículos leves flex-fuel 
atingiu 64% em 2015 (ANFAVEA, 2016) sendo que em 2004 representava 5,2% (SINDIPEÇAS, 
2014). Ou seja, isto mostra que a tecnologia dos veículos movidos em qualquer proporção de 
etanol e gasolina consolidou-se no Brasil. Portanto os dados apresentados mostram que a 
principal motivação do aumento da produção de etanol tem caráter para atender a demanda 
nacional. 
 
Ademais, o setor de etanol empregou em 2015, 504 mil postos de trabalho sendo 
304,4 mil na produção de cana-de-açúcar e 199,6 mil nas destilarias (IRENA, 2015). A 
capacidade total de produção de etanol autorizada segundo a ANP (2016) é de 215.703 m3/ 
dia de etanol hidratado e 116.546 m3/ dia de etanol anidro que correspondem a 383 usinas. 
Atualmente estão em operação 350 usinas que correspondem a uma capacidade total 
autorizada de 187.146 m3/ dia de etanol hidratado e 100.258 m3/dia de etanol anidro. 
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2.4. Aspecto político 
 
Em geral, o principal objetivo das políticas aos combustíveis renováveis é a 
segurança energética. Os Estados Unidos e a União Europeia vêm adotando leis para o 
incentivo da produção e criação de demanda.  
 
Os EUA adotaram três principais políticas públicas para encorajar o 
desenvolvimento de combustível renovável: lei de política energética de 2005 (2005 Energy 
Policy Act – EPA), lei de independência energética e segurança de 2007 (2007 Energy 
Independence and Security Act – EISA), lei de conservação de energia de 2008 (2008 Food, 
Conservation, and Energy Act – FCEA). O objetivo das três leis é aumentar a produção e 
consumo de etanol lignocelulósico (JENSEN; HALVORSEN; SHONNARD, 2011). A agência do 
Estado da Califórnia, CARB – California Air Resources Board, criou a lei de LCFS - Low Carbon 
Fuels Standard em 2009 para reduzir a depedência ao petróleo com a criação de um mercado 
de transporte limpo e estimular a produção e uso de combustíveis de baixo carbono (CARB, 
2009). A Europa adotou em 2003 uma meta de substituir 2% da gasolina ou diesel por 
combustível renovável até 2006 e 5,75% até 2011. 
 
O Brasil segue leis desde a criação do mercado de etanol, através do mandato 
obrigatório de mistura à gasolina que foi uma medida necessária devido ao déficit de petróleo 
e sua consequente valorização decorrente da Crise do Petróleo e de diversos conflitos nas 
regiões produtoras. A intervenção política antes da consolidação do mercado de etanol foi 
fundamental para sustentar a sua produção, pois apresentava uma tecnologia de baixa 
eficiência. Os subsídios foram extintos com a retomada da democracia no país que 
desvinculou a ação intervencionista do Estado da atividade industrial. Isso impulsionou a 
indústria a buscar um processo mais competitivo e rentável por meio das melhorias de 
processo para o aumento de produtividade e rendimento, redução de perdas, e cogeração de 
eletricidade. Hoje o processo de etanol de primeira geração está muito bem consolidado, 
contudo há oportunidades para elevar ainda mais sua eficiência. Portanto isso mostra que as 
políticas de incentivo foram fundamentais para a inserção e consolidação da tecnologia do 
etanol no Brasil, e que o setor produtivo é competente para melhorá-lo. 
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Os fatos apresentados mostram que o Brasil incorporou o etanol muito tempo 
antes que os EUA e Europa, como uma questão de segurança energética, e hoje há uma 
demanda crescente pela consolidação do domínio tecnológico mundial motivado 
principalmente às questões ambientais. De acordo com o estudo encomendado pelo MCT 
(Ministério de Ciência e Tecnologia) para o NIPE (Núcleo Interdisciplinar de Planejamento 
Estratégico) em conjunto com o CGEE (Centro de Gestão de Estudos Estratégicos), uma das 
condições necessárias para que o Brasil atenda à demanda mundial de etanol de cana-de-
açúcar, para substituir 10% da gasolina consumida no mundo em 2025, sem aumento da área 
cultivada de cana-de-açúcar, seria necessário o aproveitamento de bagaço e palha de cana-
de-açúcar para conversão à etanol (CGEE, 2009). Nesse contexto, o governo federal brasileiro 
tem atuado no desenvolvimento tecnológico do etanol a partir de materiais lignocelulósicos 
(etanol de segunda geração – E2G). No entanto, somente o desenvolvimento técnico não será 
suficiente para a sua implementação na indústria.  
 
MILANEZ et al. (2015) discorreram sobre a viabilização técnica-econômica do E2G 
no Brasil em curto, médio e longo prazo e sugeriram políticas públicas para transformar essa 
promessa em realidade. Uma vez que seu custo de produção será maior que o custo do etanol 
de cana-de-açúcar atual em função da necessidade de etapas adicionais mais críticas e do 
elevado custo das enzimas. As sugestões apresentadas pelos autores foram: mandato 
obrigatório da mistura de E2G para assegurar a sua distribuição local de forma a diluir o custo; 
subsídios ao consumo; incentivos aos financiamentos na produção por meio de isenção de 
tributos e criação de linhas de financiamentos para a produção de outras biomassas; 
financiamento contínuo à pesquisa e desenvolvimento técnico e independência tecnológica 
estrangeira e regulamentação da biotecnologia industrial. 
 
2.5. Processo industrial  
 
A Figura 2.4 apresenta um diagrama de blocos do processo, adaptado de Bonomi 
et al. (2012) de uma usina que produz açúcar, etanol hidratado, etanol anidro e eletricidade a 
partir da cana-de-açúcar.  
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Figura 2.4 Diagrama de blocos de uma usina produtora de açúcar, etanol e eletricidade a partir de 
cana-de-açúcar, adaptado de Bonomi et al. (2012) 
 
O etanol, a partir de cana-de-açúcar, é produzido em usinas de açúcar e etanol ou 
em usinas de etanol como produtos principais. Antigamente o principal produto comercial a 
partir de cana-de-açúcar correspondia somente ao açúcar para atender o mercado interno e 
externo. Posteriormente começou a produção de etanol para aproveitar o melaço, 
subproduto da fabricação de açúcar. Nesse contexto surgiu o termo destilaria anexa. Mas 
ainda hoje os termos destilaria anexa e destilaria autônoma são utilizados para distinguir as 
usinas que produzem açúcar e etanol das que produzem “somente” etanol, respectivamente. 
Ambos modelos são autossuficientes energeticamente com processo de cogeração para 
atender o processo e com geração de eletricidade excedente em unidades mais eficientes. 
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Hoje a exportação da energia elétrica representa também um dos principais produtos da usina 
devido à sua valorização monetária, mas sujeitos às oscilações do mercado.  
 
O processo começa no campo com a colheita da cana-de-açúcar. A colheita da 
cana-de-açúcar mecanizada é praticada por 93,4% pelas usinas do Centro-Sul do Brasil (CTC, 
2016). A colheita manual é realizada basicamente em locais de áreas impróprias para o uso de 
máquinas agrícolas. A colheita mecanizada foi imposta legalmente em 2007 no Estado de São 
Paulo através do Protocolo Agroambiental para reduzir a emissão de CO2 pela queima que é 
necessária para a colheita manual. O elevado número de casos de doenças respiratórias 
nessas regiões ocasionou muitos processos judiciais e isto também foi um fator motivador 
pela imposição da colheita mecanizada (NOVACANA, 2016). 
 
Uma das principais alterações da matéria-prima devido a mecanização da colheita 
foi o aumento das impurezas vegetais (palhas, ponteiras, raízes, rizomas) representando 8,7% 
(CTC, 2016). 
 
A composição da cana-de-açúcar é função da variedade, maturação, condições 
agrícolas, tipo de colheita e etc. Na prática uma composição média típica da cana-de-açúcar 
brasileira é de 14% de açúcares, 16,2% de sólidos solúveis, 70,5% de água, 13,3% de fibras 
(REIN, 2013). Sólidos solúveis correspondem aos açúcares (sacarose, glicose e frutose), sais, 
proteínas, amidos, ceras, graxas e corantes. Para fins de estudos de balanço material por 
componente sugere-se usar os valores adotados pela Biorrefinaria Virtual de Cana-de-açúcar, 
BVC (BONOMI et al., 2016). A BVC é uma ferramenta desenvolvida pelo CTBE de simulação 
computacional que possibilita avaliar a integração de novas tecnologias nas fases agrícolas, 
industrial e de uso à cadeia produtiva de cana-de-açúcar e outras biomassas, considerando os 
três eixos da sustentabilidade: econômico, ambiental e social (MILANEZ et al., 2015). 
  
O transporte da cana até a indústria é realizado principalmente por via rodoviária. 
Os caminhões são pesados e amostras são retiradas para fins de pagamento do ATR (açúcares 
totais recuperáveis), pagamento do transporte e cálculo do rendimento industrial.  
Capítulo 2: Revisão Bibliográfica 40 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
Em seguida a cana colhida mecanicamente é descarregada diretamente para as 
mesas alimentadoras. No caso da colhida manualmente, a cana passa por uma lavagem para 
remover impurezas minerais. O descarregamento pode ser realizado por guindaste Hilo, ponte 
rolante com garras, ou descarga lateral quando os caminhões e as mesas são apropriados 
(RIPOLI; RIPOLI, 2005). 
 
Após o descarregamento, a cana é transportada por esteiras metálicas para o 
preparo cujo objetivo é aumentar a sua densidade para aumentar a capacidade de moagem e 
realizar o máximo rompimento das fibras para se extrair o caldo à exaustão. Dois conjuntos 
de facas rotativas são usadas para nivelar na esteira e picar. A matéria-prima preparada segue 
para o desfibrador que é constituído por um tambor alimentador para compactar a cana à sua 
entrada, precedendo um rotor formado por um conjunto de martelos oscilantes que gira em 
sentido contrário à esteira que força a passagem por uma abertura de 1 cm ao longo de uma 
placa desfibradora Na saída do desfibrador há um equipamento chamado de espalhador que 
uniformiza a altura do colchão para a transição para a calha transportadora de borracha 
(Chute Donnely) que forma uma coluna aumentando a densidade da cana para a alimentação 
ao equipamento de extração (moenda ou difusor). É no Chute Donnely que se faz o controle 
de vazão de alimentação da extração de caldo. (COPERSUCAR, 1988; NOVACANA, 2016). 
 
A extração de caldo por moendas ocorre pelo esmagamento da cana sob altas 
pressões entre sucessivos pares de rolos. São projetados para extrair o máximo de caldo da 
fibra insolúvel. Após a extração do caldo, a cana espremida é denominada de bagaço. A 
moenda é formada por quatro a sete ternos formados por três rolos principais. Essa 
configuração sob a adição de água (embebição) permite a passagem sucessiva do bagaço 
aumentando a extração de sacarose (REIN, 2013). 
 
A extração de caldo por difusores ocorre pelo fenômeno da difusão e lixiviação. 
Há diferentes tipos de difusores no mercado. Em geral possuem uma grande esteira com 
correntes e arrastadores para movimentar o colchão de cana preparada sobre um fundo de 
chapa perfurada. Água aquecida é alimentada no sentido oposto da cana em movimento para 
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recuperar a sacarose em um determinado tempo de residência. Na saída do difusor há uma 
moenda desaguadora de bagaço para atender os requisitos para sua queima nas caldeiras. 
 
A extração por moendas resulta em um caldo primário, mais nobre, para produção 
de açúcar, e caldo secundário para produção de etanol no caso da usina produtora de açúcar 
e etanol. Na unidade produtora somente de etanol, os caldos primário e secundário são 
misturados originando o caldo bruto ou chamado também de caldo extraído. Na extração por 
difusor não há distinção de caldos, há somente caldo bruto ou caldo extraído. Ambas 
extrações resultam em um bagaço com pouquíssima sacarose e umidade em torno de 50%. A 
eficiência típica da extração é de 94 a 97,5%.  
 
A composição média do bagaço em massa e base seca é de 43,38% de celulose, 
25,63% de hemicelulose, 23,24% de lignina, 2,94% de cinzas e 4,82% de extrativos (ROCHA et 
al., 2012). As características do caldo extraído são: pH próximo de 5,5, temperatura próxima 
a ambiente (moenda) e próximo de 60°C (difusor), 14 a 16°brix. 
 
O caldo é tratado fisicamente para remoção das impurezas insolúveis (areia, 
bagacilho) por meio de peneiras fixas tipo cush-cush, peneiras rotativas e peneiras vibratórias. 
Em seguida sofre um tratamento físico-químico para remover as impurezas solúveis e 
coloidais. O tratamento de caldo para fabricação de açúcar e produção de etanol se 
diferenciam pela etapa de sulfitação, anterior à etapa de clarificação, que visa melhorar a 
qualidade do açúcar. A sulfitação elimina alguns materiais colorantes e reduz a compostos de 
menos cor, os sais de ferro que são formados pelo contato com moendas, tanques e 
tubulações (REIN, 2013). 
 
O método de clarificação do caldo com cal (caleação) pode variar de uma usina 
para outra em termos de configuração e tecnologia. A fosfatação é utilizada para melhorar a 
clarificação por promover maior eliminação de coloides; acelera a formação de flocos de lodo 
e, portanto, acelera a decantação; melhora a cor do caldo e reduz o uso de cal. O fosfato 
reagem com a cal e formam precipitados contribuindo para a formação de flocos (REIN, 2013). 
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Jullienne e Montocchio (1996) estabeleceram uma dosagem mínima de 200 mg P2O5/kg de 
caldo. 
 
Em seguida adiciona-se leite de cal até pH de 7,2 e então aquece-se em trocadores 
de calor até 105°C. Depois passa em um tanque tipo flash para a degasagem de vapores e 
então é enviado aos decantadores ou clarificadores. Nesse percurso da saída do flash ao 
decantador é adicionado um agente floculante polieletrólito ou poliacrilamida. Após a 
clarificação há duas correntes, caldo clarificado e lodo. O lodo é enviado aos filtros rotativos 
com adição de bagacilho para auxiliar a filtração na recuperação do açúcar. Esse caldo filtrado 
retorna no início do processo de clarificação. O material sólido retido nos filtros chamado de 
torta de filtro, é encaminhado à lavoura para compostagem ou aplicada direta como adubo.  
 
O processo de clarificação visa formar flocos para agregar sólidos suspensos que 
possam decantar a uma velocidade satisfatória, fornece condições de temperatura, pH e 
concentração de íons que maximizam a precipitação das impurezas solúveis e enfim produzir 
um meio clarificado de alta qualidade com mínima turbidez e baixa concentração de cálcio. A 
função do H3PO4 é remover corantes e parte dos coloides. O leite de cal somado ao 
aquecimento induzem a precipitação de fosfato de cálcio, sais de ácidos orgânicos, proteínas 
desnaturadas, gorduras, ceras e gomas. O polímero adicionado no final do processo tem por 
objetivo formar cadeias longas de massa molecular alta para arrastar as impurezas 
(COPERSUCAR, 1987).  
 
O caldo clarificado com 14 a 16°brix é enviado para concentração em 
evaporadores até 65°brix para fabricação de açúcar ou até 21 a 23°brix para produção de 
etanol. 
 
A evaporação é responsável pela maior demanda de vapor e por isso existe um 
controle operacional para equilibrar os consumos e demandas através das “sangrias” de vapor 
do caldo em configuração múltiplo efeito. A sangria refere-se ao vapor produzido pela 
evaporação do caldo, usualmente chamada de vapor vegetal que são usadas para o 
aquecimento de caldo e outras áreas como aquecimento da água de embebição da extração.  
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Na fabricação de açúcar, o caldo concentrado a 65°brix segue para as etapas de 
cristalização, cozimento, centrifugação, secagem e armazenamento. Na cristalização é 
necessária a concentração acima de uma solução saturada para a ocorrência de cristais de 
açúcar. Os equipamentos usados na cristalização são chamados de cozedores. O processo é 
bem controlado para atender os critérios de cor, tamanho, forma e homogeneidade. Existem 
diversos esquemas de cozimento. Em seguida, os cristais de açúcar são separados da massa 
cozinha por centrifugação em máquinas (batelada) constituídas por um cesto perfurado, 
fixado em um eixo acionado por um motor que o gira em alta velocidade. Assim, a força 
centrífuga provoca o deslocamento forçado do mel pelas perfurações da tela do cesto e retêm 
somente os cristais de sacarose. Água e/ou vapor são aplicados no interior do cesto para 
remover o licor mãe do cristal. Na máquina contínua, o cristal se move continuamente para 
cima na tela inclinada como uma consequência da força centrífuga (REIN, 2013). O mel 
removido é coletado em um tanque e retorna aos cozedores para recuperação do açúcar 
dissolvido até o máximo esgotamento. O mel esgotado denominado de mel final ou melaço é 
utilizado na fermentação alcoólica. Após a centrifugação, o açúcar apresenta umidade de 0,5 
a 2% e temperatura de 65 a 95°C, sendo necessário seu resfriamento e secagem para 
preservar sua qualidade durante a etapa de armazenamento e comercialização. Hoje existem 
diversos tipos de secadores de açúcar. O açúcar seco é coletado em uma moega com fundo 
afunilado que despeja diretamente no saco com capacidade de 50 kg para armazenamento.  
 
Para a produção de etanol, o caldo clarificado tem seu °brix ajustado pela 
concentração por evaporação ou com adição de melaço até 21 a 23°brix e depois é enviado 
para área de fermentação em que é resfriado em torno de 30°C. Esse caldo nessas condições 
apropriadas para fermentar é chamado de mosto (substrato). O substrato é convertido 
principalmente à etanol pela ação bioquímica de leveduras gerando um vinho com 
aproximadamente 8 a 11% (v/v) de etanol. O etanol é recuperado por destilação produzindo 
o etanol hidratado. A desidratação deste produz o etanol anidro. Os processos de 
fermentação, destilação e desidratação serão apresentados adiante. 
 
É importante destacar a geração de energia no processo de açúcar e etanol através 
da queima de bagaço nas caldeiras, pois permitiu a autossuficiência energética e exportação 
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de seu excedente. A energia elétrica gerada pelas usinas representou 5,2% em 2014 na matriz 
energética brasileira que corresponde à geração de 32,3 TWh, dos quais 19,1 TWh foram 
destinados à exportação e 13,2 TWh ao consumo próprio (MME, 2015). 
 
O processo de cogeração corresponde à geração de energia térmica e mecânica a 
partir de uma fonte primária. O bagaço é queimado diretamente em caldeiras e a energia 
térmica resultante é transformada em vapor que acionam as turbinas usadas no trabalho 
mecânico no processo e as turbinas para geração de energia elétrica no ciclo de vapor com 
turbinas de contrapressão. No ciclo de vapor com turbinas de condensação e extração ocorre 
a condensação parcial ou total do vapor para realizar trabalho na turbina para atender a 
demanda mecânica ou térmica do processo (ANEEL, 2008). Visando a exportação de energia 
elétrica, as caldeiras têm sido projetadas com pressões variando de 62 a 68 bar e temperaturas 
do vapor superaquecido de 480 a 530°C em substituição aos usuais 22 bar e temperatura de 
280 a 310°C. Projetos novos estão adotando pressões maiores como 90, 100 e 120 bar 
(MARINO, 2013).  
 
2.6. Fermentação alcoólica 
 
Fermentação alcoólica é definida como um processo bioquímico em que os 
açúcares são convertidos à etanol e dióxido de carbono pela ação de leveduras, bolores ou 
bactérias, através de uma sequência de reações bioquímicas. 
 
2.6.1. Reações bioquímicas 
 
Na fermentação alcoólica de caldo e melaço de cana-de-açúcar em que a sacarose 
é o componente majoritário há primeiramente a inversão em glicose e frutose pela ação da 
enzima invertase (β-frutofuranosidase) presente em leveduras como mostra a Equação 2.1. 
Essa reação ocorre externamente à célula na membrana plasmática e também internamente. 
A atividade ótima ocorre a 30°C na faixa de pH de 3,5 a 5,5. A inativação ocorre a 65°C. (REED; 
NAGODAWITHANA, 1991). 
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C12H22O11
sacarose
+ H2O 
invertase 
→     
 C6H12O6
glicose
+ 
 C6H12O6
frutose
 (2.1) 
 
Após a inversão da sacarose, glicose e frutose são transportadas para o interior da 
célula e metabolizadas. A glicólise ou via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) é a rota 
metabólica para a conversão de glicose a piruvato pela frutose-1,6-bifosfato com o 
rendimento de dois mols de ATP por mol de glicose (Equação 2.2). A via EMP envolve uma 
sequência de 10 reações enzimáticas que estão bem descritas e detalhadas em Shuler (1992), 
Madigan et al. (2000) e Voet e Voet (2013). De forma resumida, a glicose é fosforilada e clivada 
para gerar duas moléculas da triose gliceraldeído-3-fosfato com consumo de dois ATP. Em 
seguida, as duas moléculas de gliceraldeído-3-fosfato são convertidas em piruvato gerando 
quatro ATP e, portanto, rendimento líquido de dois ATP. Nas leveduras, o piruvato em 
condições anaeróbias regeneram o NAD+ convertendo o piruvato em etanol e CO2 (Equação 
2.3). A descaboxilação do piruvato é uma reação irreversível, catalisada pela enzima piruvato-
descarboxilase e requer de íons Mg2+. O acetaldeído é reduzido pela NADH e sob ação do Zn2+ 
para polarizar o grupo carbonila e assim estabilizar a carga negativa criada no estado de 
transição. O metabolismo da frutose ocorre pela conversão a intermediários glicolíticos e a 
partir desse ponto elas são degradadas da mesma forma que a glicose.  
 
C6H12O6 +  2 NAD
+ + 2ADP + 2Pi → 2NADH + 2 piruvato + 2ATP + 2H2O + 4H
+ (2.2) 
 
2 piruvato 
piruvato-
descarboxilase
→         2 acetaldeído + 2 CO2 +2 NADH 
álcool
desidrogenase
↔         2 C2H5OH+NAD 
(2.3) 
 
A Equação 2.4 apresenta a reação geral da fermentação alcoólica e a variação da 
energia livre de Gibbs (∆G0´). A fermentação resulta na produção de 2 ATP/ mol de glicose que 
requerem ∆G0´ de +61 kJ/ mol de glicose. Dessa forma, a eficiência em condições bioquímicas 
padrões é de 26%, o restante é dissipado na forma de calor. Na prática em que as condições 
diferem das condições padrões, há uma eficiência termodinâmica acima de 50% (VOET; VOET, 
2013). 
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C6H12O6  → 2 C2H5OH + 2 CO2 
∆G0´= -235 kJ mol de glicose⁄  
(2.4) 
 
As leveduras em aerobiose transformam o piruvato gerado na glicólise em NADH 
e CO2 no ciclo de Krebs, ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) ou ciclo do ácido cítrico. E em 
seguida há o transporte de elétrons do NADH para a geração de ATP. A reação de oxidação do 
piruvato (Equação 2.5) catalisada pela enzima piruvato desidrogenase é uma reação 
irreversível em que o grupo carboxil é removido do piruvato como uma molécula de CO2 e 
acetil-CoA gerando 2 ATP. A reação geral do ciclo TCA está apresentada pela Equação (2.6). 
 
piruvato+ NAD++CoA-SH 
piruvato
 desidrogenase
→          acetil-CoA+ CO2+NADH+ H
+ 
 (2.5) 
 
acetil-CoA + NAD+ + FAD + GDP + Pi + 2 H2O → 
 CoA + 3 (NADH+ H+) + FADH2 + GTP + 2 CO2 
(2.6) 
 
Em seguida ocorre a fosforilação oxidativa para o transporte de elétrons através 
da reoxidação do NADH e do FADH2 produzindo 32 ATP. Somando-se 2 ATP da glicólise mais 2 
ATP do ciclo TCA, a oxidação de glicose resulta em 38 ATP. A Equação 2.7 apresenta a reação 
geral da oxidação completa da glicose e a variação da energia livre de Gibbs (∆G0´). 
 
C6H12O6 + 6 O2 → 2 CO2 +6 H2O 
∆G0´= -2 823 kJ mol de glicose⁄  
(2.7) 
 
O uso individual das vias metabólicas depende das condições do meio como 
oxigênio disponível e concentração de glicose assim como a necessidade de ATP pelas células 
(FIREOVED e MUTHARASAN, 1986). 
 
2.6.2. Micro-organismo 
 
A levedura é o micro-organismo mais estreitamente associado com a humanidade 
sendo a espécie Saccharomyces cerevisiae utilizada para produção de cervejas, vinho e pães, 
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sendo a principal espécie empregada para produção de etanol. É de longe a espécie mais bem 
estudada e entendida, servindo de modelo para pesquisas de células eucarióticas. 
 
As leveduras são micro-organismos unicelulares, reproduzem assexuadamente 
por brotamento ou por cissiparidade. São classificadas em três classes de fungos superiores: 
ascomicetos, basidiomicetos e fungos imperfeitos. As células de levedura são redondas, ovais 
ou cilíndricas. As leveduras foram primeiramente descritas por Meyer em 1838 que atribuiu à 
levedura de cerveja o nome de S. cerevisiae (ROBINSON, 1999).  
 
A espécie S. cerevisiae é um membro da família Saccharomycetaceae e subfamília 
da Saccharomycetoideae, é um fungo ascomicético e facultativa, ou seja, cresce na ausência 
ou presença de oxigênio. Os esporos são resistentes e cada esporo contém quatro ascósporos 
ovais. As células vegetativas são redondas, ovais ou cilíndricas e apresentam cor creme claro 
e a superfície lisa e plana. A Figura 2.5 apresenta a estrutura superficial típica de levedura 
Saccharomyces cerevisiae pela aplicação da microscopia eletrônica de varredura (ALMEIDA, 
2011). 
 
 
Figura 2.5 Estrutura superficial de levedura Saccharomyces cerevisiae pela aplicação da microscopia 
eletrônica de varredura (ALMEIDA, 2011)  
 
As leveduras S. cerevisiae são hábeis para fermentar açúcares hexoses, tais como 
D-glicose, D-frutose e D-manose. Os L-açúcares e todas as pentoses são considerados não 
fermentescíveis. Elas metabolizam facilmente ácido lático e outros ácidos orgânicos e 
polihidroxi-alcoóis. As cepas de S. cerevisiae se diferem na habilidade em utilizar a fonte de 
nitrogênio.  
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O nitrogênio é necessário para a síntese de proteínas e outros compostos 
nitrogenados das células. As leveduras metabolizam somente componentes nitrogenados de 
baixo peso molecular tais como amônio, ureia, aminoácidos e pequenos peptídeos. O amônio 
é preferencialmente usado por meio da adição de amônia, sais de sulfatos ou fosfatos. 
Quando a ureia é aplicada recomenda-se acrescentar biotina ou outro fator de crescimento. 
A ureia é facilmente quebrada em duas moléculas de íon amônio e uma molécula de dióxido 
de carbono. Muitos países têm banido o seu uso para produção de leveduras e etanol para 
uso alimentício, pois a ureia provoca a produção de pequena quantidade de uretano 
(carbamato de etila) que pode ser formado pela reação entre a ureia residual e o etanol 
durante a destilação. O uretano é cancerígeno. Embora o amônio é a fonte de nitrogênio 
preferida nas reações catabólitas, as células consumirão certos aminoácidos primeiro para 
formar proteínas. Alguns aminoácidos, tais como glicina e lisina são facilmente absorvidos pela 
levedura. No entanto, sob condições limitantes de nitrogênio, estes dois aminoácidos são 
inibidores para o crescimento e a fermentação. Quando o nitrogênio assimilável (na forma de 
outros aminoácidos) está em excesso, a glicina e lisina não são inibitórios. Uma fonte 
equilibrada de nitrogênio, isto é, uma mistura de aminoácidos e sais, é mais eficaz no 
fornecimento de nitrogênio à levedura para usar nas várias vias bioquímicas do que uma única 
fonte (ZHAO et al., 2013, MENDONÇA, 2014). Na prática industrial de fermentação alcoólica 
convencional brasileira recomenda-se 100 a 300 mg de nitrogênio livre (NH4+ e R-NH2) por litro 
de substrato (AMORIM; LEÃO, 2005). 
 
Vários fatores de crescimento são requeridos por algumas cepas de S. cerevisiae, 
para manter a atividade bioquímica e aliviar a necessidade de sintetizar componentes para 
economizar energia. Deficiência em inositol poder levar a divisão celular pouco efetiva, 
deficiência em tiamina e ausência de piridoxina reduzem o crescimento. Algumas cepas, por 
outro lado, requerem tiamina e ou piridoxina, como um estímulo inicial para o crescimento. 
Biotina e pantotenato são essenciais para o crescimento para todas as cepas de S. cerevisiae. 
 
Sobre a ocorrência e sobrevivência de leveduras em alimentos e em meios 
fermentados, a principal distinção é a tolerância à alta concentração de etanol. A resistência 
de diferentes cepas de S. cerevisiae pode variar, mas em geral são capazes de suportar 
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fermentados que contenham 8 a 12% (v/v) de etanol e sobrevivem na concentração máxima 
em torno de 15%. Em fermentações convencionais podem produzir vinhos de 
aproximadamente de 12% em etanol, enquanto em fermentações para produção de saquê 
podem atingir concentração da ordem de 20% em etanol na presença de ácidos graxos que 
promovem a tolerância ao etanol. É importante destacar que a resistência do micro-
organismo ao teor alcoólico em fermentação alcoólica é função da temperatura como 
verificado por Atala (2000). Em geral, a temperatura favorável ao crescimento celular é de 
34°C e em torno dessa temperatura há um maior rendimento de produção de etanol, mas em 
função com os demais parâmetros como aeração e composição do meio. 
 
O controle da temperatura em torno de 30°C ou abaixo como 10°C eleva a 
resistência das espécies de levedura para tolerar etanol. Em fermentações alcoólicas, as 
temperaturas de 5 a 10°C ou maiores, resultam em um ótimo de produção de etanol, 
entretanto ocorre redução de produção de células. Embora a maioria das cepas de S. 
cerevisiae possa crescem na temperatura entre 0 e 40°C, a temperatura ótima para a máxima 
taxa de crescimento, dependendo da cepa, é geralmente na região de 28 a 35°C. As 
temperaturas ótimas de crescimento são menores quando se trata de rendimento em células 
em vez de taxa de crescimento. Na fermentação alcoólica há um esforço extraordinário para 
promover um rápido crescimento celular com oxigênio limitado, resultando em fermentação 
alcoólica de alto teor (SHULER, 1992). 
 
Fósforo é essencial para as leveduras na formação de moléculas estruturais como 
manan-fosfato e fósforo lipídeos, ácidos nucleicos (DNA e RNA) e metabólitos fosforilados 
(ATP e glicose-6-fosfato). Leveduras acumulam poli-fosfatos como reserva energética e 
utilizam quando em condições de escassez. Fósforo está comumente disponível na forma de 
orto-fosfato inorgânico (H2PO4-) sendo rapidamente metabolizada a trifosfato de adenosina 
(ATP). Também pode ser adicionado na forma monobásica ou em forma de sais de amônio, 
sódio ou potássio. Uma regra prática é que fósforo deve estar presente em 1 a 2% da 
quantidade de células em base seca por unidade de volume de meio (JACQUES; LYONS; 
KELSALL, 2003). 
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Walker (1998) resumiu as necessidades nutricionais das leveduras e suas 
principais funções celulares como mostra a Tabela 2.1. Observa-se nessa tabela que a 
necessidade de nitrogênio é acima de 1.000 ppm, acima do valor citado anteriormente. 
 
Tabela 2.1 Resumo da funcionalidade dos nutrientes e sua necessidade (WALKER, 1998) 
Elemento Fonte  Função celular Necessário 
(ppm) 
Carbono Açúcares Maior elemento estrutural em combinação 
com hidrogênio, oxigênio e nitrogênio.  Fonte 
de energia. 
 
Hidrogênio Prótons de meios 
acidificados 
Força motriz transmembrana. É necessária 
acidificação intracelular (pH 5 e 6) para o 
metabolismo da levedura. 
 
Oxigênio Ar, oxigênio Respiração e outras funções enzimáticas 
oxidativas. Essencial para a síntese de 
ergosterol e outros ácidos graxos. 
 
Nitrogênio Sais de NH4+, ureia, 
aminoácidos 
Estrutura e funcionalidade em proteínas e 
enzimas. 
> 1.000 
Fósforo Fosfatos Transdução de energia, estrutura de ácidos 
nucleicos e membrana. 
> 1.000 
Potássio Sais de K+ Balanço iônico e atividade enzimática. 117 
Magnésio Sais de Mg+2 Atividade enzimática, estrutura celular e de 
organelas. 
72 
Enxofre Sulfatos, metionina Aminoácidos sulfidrila e vitaminas.  
Cálcio Sais de Ca2+ Mensageiro secundário na transdução do 
sinal. 
120 
Cobre Sais cúpricos Redox. 0,1 
Ferro Sais férricos Proteínas, citocromo. 0,1 
Manganês Sais Mn2+ Atividade enzimática. 0,16  
Zinco Sais Zn2+ Atividade enzimática. 0,39 
Níquel Sais Ni2+ Atividade urease.  
Molibdênio Na2MoO4 Metabolismo de nitrato, vitamina B12.  
 
As leveduras necessitam de íons inorgânicos para o crescimento e fermentação, e 
variam de acordo com a cepa, meios e interação com outros componentes principalmente 
traço de metais. Os cátions mais importantes são zinco, manganês, magnésio, cálcio, cobre, 
potássio e ferro. Uma proporção apropriada de cálcio e magnésio influencia positivamente na 
fermentação. O desequilíbrio na nutrição mineral se reflete em padrões metabólitos 
complexos e sutis e na característica do crescimento. As concentrações requeridas de macro 
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elementos, potássio, magnésio, cálcio, ferro, zinco e manganês, é de 0,1 a 1,0 mM. Os 
microelementos, cobalto, boro, cádmio, cromo, cobre, iodo, molibdênio, níquel e vanádio, são 
necessários entre 0,1 e 100 mM. Os minerais como prata, arsênico, bário, mercúrio, lítio, 
níquel, ósmio, chumbo, selênio e telúrio podem ser inibitórios quando a concentração excede 
100 M. As vitaminas são importantes reguladores e cofatores de numerosos processos 
metabólitos. Sua principal função é enzimática e atuar como coenzimas ou precursores para 
uma atividade enzimática total (JACQUES; LYONS; KELSALL, 2003). 
 
As leveduras preferem meios levemente ácidos entre 4,5 e 6,5. As leveduras são 
inibidas por ácidos orgânicos, devido principalmente à disfunção na permeabilidade da 
membrana celular. Esses ácidos orgânicos são: ácido benzoico na concentração de 100 mg/kg 
em pH de 2,5 a 4,0, ácido ascórbico na concentração de 200 mg/kg em pH de 4,0, ácido p-
cumárico na concentração de 100 a 250 ppm, ácido ferúlico na concentração de 50 a 250 ppm 
e pelo componente naturalmente inibidor, xilitol a 0,5%, tuberina e antioxidantes 
hidroxianisol butilado, terciário butil hidroquinona e propil galato na concentração de 50 a 
500 ppm.  
 
2.6.3. Substrato 
 
Os açúcares, sacarose, glicose e frutose, presentes no caldo e melaço de cana-de-
açúcar são as principais fontes de carbono empregados na composição do substrato (mosto) 
de fermentação alcoólica no Brasil. 
 
A qualidade do caldo de cana-de-açúcar é influenciada por diversos fatores tais 
como variedade da cana-de-açúcar, manejo agrícola, condições climáticas e outros. A 
composição média da cana-de-açúcar foi reportada por Menezes (2012) em 15,5% sacarose, 
0,5% glicose e frutose, 10,9% fibra, 71,1% umidade e 2% não açúcares. O mesmo autor 
determinou a composição mineral de caldo de cana-de-açúcar de três variedades na região 
nordeste brasileiro e o resultado médio está apresentado na Tabela 2.2. Comparando-se com 
a Tabela 2.1, o caldo não atenderia a necessidade nutricional em termos de nitrogênio e 
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fósforo, portanto para fins de multiplicação celular é necessária complementação com outra 
fonte. 
 
O melaço de cana-de-açúcar é um subproduto industrial que tem sido largamente 
utilizado como fonte de carbono em fermentações com leveduras para produção de etanol 
(LIU et al. 1998). A composição típica do melaço de cana-de-açúcar é de 25 a 35% de sacarose, 
20 a 35% de açúcares redutores (glicose e frutose), 10 a 16% de cinzas e 0,5% de 
polissacarídeos (ANDRIETTA, 2011). Os componentes minerais estão apresentados na Tabela 
2.2. Feltrin et al. (2000) reportou valores similares de melaço de cana-de-açúcar em p/v de: 
0,58% de nitrogênio total, 0,015% de fósforo, 1,63% de potássio, 9,98% cinzas, 14,72% de 
açúcares redutores e 33,78% de sacarose.  
 
Tabela 2.2 Composição mineral de caldo de cana-de-açúcar (MENEZES, 2012) e melaço de cana-de-
açúcar (ANDRIETTA, 2011) 
Componente Caldo (ppm) Melaço (ppm) 
Cálcio 101,44 400 a 800 
Cobre 2,86 2,2 a 38 
Ferro  34,63  
Magnésio 830,01 500 a 9.800 
Zinco 42,66 4 a 48 
Nitrogênio total  332,89  
Fósforo 312,91 300 a 1.000 
Potássio 764,00 15.000 a 50.000 
 
O melaço além de ser mais barato que a glicose devido a menor pureza, contêm 
elementos traços e vitaminas que servem como potencializadores do crescimento (BEAULIEU 
et al. 1995). Biotina, ácido pantotênico e inositol são as três vitaminas essenciais para o 
crescimento satisfatório da levedura. Biotina normalmente está presente no melaço e o ácido 
pantotênico está presente no caldo de cana-de-açúcar. A deficiência de inositol não é crítico 
às leveduras. Assim, o melaço supre a necessidade em vitaminas e em alguns sais para 
multiplicação celular. Sendo necessário suplementar o meio basicamente com nitrogênio e 
fósforo. Diferentemente, na fermentação alcoólica não é necessário suplementar o meio em 
termos de nitrogênio e fósforo. Pois a quantidade disponível é suficiente para atender as 
necessidades para a manutenção celular durante a produção de etanol. 
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2.6.4. Processos de fermentação alcoólica  
 
A produção de etanol brasileiro a partir de caldo e melaço de cana-de-açúcar é 
tipicamente conduzida com leveduras Saccharomyces cerevisiae com reciclo de células em 
modo batelada, batelada alimentada ou contínua. A Figura 2.6 mostra o processo por meio de 
um diagrama de blocos representando o tratamento ácido, a fermentação e a centrifugação. 
A fermentação recebe o substrato e as células proveniente do tratamento ácido. Após a 
conversão dos açúcares à etanol ocorre a etapa de centrifugação para a recuperação das 
células para serem reutilizadas e o vinho segue para a etapa de destilação. Um dos parâmetros 
fundamentais de controle na fermentação é a temperatura. Usualmente entre 30 a 34°C 
sendo comum nas usinas temperaturas mais altas no verão e mais baixas no inverno. 
 
 
Figura 2.6 Diagrama de blocos do processo de fermentação alcoólica com reciclo de células  
 
Rivera et al. (2006) avaliaram o efeito da temperatura nos parâmetros cinéticos e 
mostraram que a tolerância ao etanol aumenta em temperaturas de 28 a 31 °C.  Já em 1981 
Jones et al. sugeriram que a temperatura ótima estaria entre 28 a 35°C. Olivério et al. (2010) 
demonstraram que a qualidade do substrato e a temperatura são parâmetros fundamentais 
para alcançar vinhos acima de 11% (v/v) ou 85 g/L de etanol; a 30°C alcançaram melhores 
resultados. Recentemente CNPEM (2012) apresentaram uma nova estratégia de controle da 
fermentação de alto teor alcoólico em diferentes temperaturas em função da concentração 
de etanol no meio para obter elevada produtividade. Adicionalmente, Rivera et al. (2015) 
validaram essa estratégia de controle de temperaturas distintas nos estágios por meio da 
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modelagem cinética, sendo que a temperatura no primeiro estágio correspondia a 34°C e no 
último correspondia a 28°C. 
 
2.6.4.1. Fermentação alcoólica em batelada alimentada 
 
A configuração de um processo industrial de fermentação alcoólica 
predominantemente no Brasil é batelada alimentada com reciclo de células como 
esquematicamente mostrado na Figura 2.7.  
 
 
Figura 2.7 Configuração típica de uma unidade de fermentação alcoólica no Brasil 
 
O processo batelada alimentada com reciclo de células é também denominado 
Melle-Boinot, que corresponde à um processo industrial desenvolvido na França na década 
de 30 (MELLES USINES, 1932). Nessa patente foi reivindicado o processo de aumento do 
rendimento fermentativo através do reciclo de células em que ao final de cada batelada as 
células são recuperadas por filtração, centrifugação ou precipitação.  
 
A fermentação inicia com um volume inicial (vi) que corresponde à suspensão 
celular (pé-de-cuba) e o substrato (mosto) é alimentado até o volume final (vf). Tipicamente o 
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volume de pé-de-cuba representa 1/3 do volume total útil final e 2/3 restantes correspondem 
ao substrato. 
 
A retirada do calor de reação do processo de fermentação é por troca externa com 
trocadores de calor normalmente a placas. Os trocadores a placas são especificados com um 
T de 2°C no lado do vinho e de T de 2°C a 5°C no lado frio. A vazão é especificada para 
resfriar o volume útil em 1 hora. O cálculo da demanda térmica é calculado considerando-se 
2/3 da carga térmica total da reação no período de maior conversão de etanol que 
corresponde as duas primeiras horas de alimentação de substrato. O calor da reação adotado 
na prática pelos fabricantes é de 628 kJ/ kg ART menor que o valor termodinâmico (1.305 kJ/ 
kg ART), pois são considerados as reações secundárias e a evaporação (COPERSUCAR, 1987).  
 
O tempo de alimentação de substrato varia entre 4 e 6 horas e a vazão 
normalmente é linear para que o calor da reação não ultrapasse a máxima capacidade de troca 
dos trocadores. Pode ocorrer um aumento da vazão de substrato quando há sobra de área 
térmica e uma velocidade de conversão eficiente de forma a respeitar a quantidade de 
açúcares no meio em torno de 4°brix para evitar a inibição por substrato. Após o término da 
alimentação, ocorre uma etapa de esgotamento dos açúcares que normalmente 
correspondem a um período de 2 horas. Na prática, é necessário a repetição do valor da 
medida do brix para então liberar o biorreator para descarregar. O dióxido de carbono 
liberado durante a fermentação arrasta etanol em torno de 1 a 2% (v/v) e é recuperado por 
meio de uma coluna de lavagem instalado na saída da tubulação de exaustão dos biorreatores. 
 
Ao final da fermentação, o vinho final é bombeado para a área de centrifugação e 
o biorreator é liberado para uma nova fermentação. Entre uma fermentação e outra faz-se 
limpeza para remover incrustações da parede do biorreator e das placas dos trocadores de 
calor. A centrifugação é comumente realizada em centrífugas de discos dotadas de bicos.  
 
As centrífugas chamadas de clarificadoras utilizam o princípio da aceleração 
centrípeta para a separação de sólidos. A separação é realizada em um conjunto de pratos 
que consistem em um número de peças cônicas sobrepostas como representado na Figura 
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2.8. A câmara de separação fica subdividida em vários recintos individuais, de acordo com o 
número de pratos, pelos quais o líquido escoa em camadas finas, obtendo-se assim percursos 
mínimos de sedimentação para as partículas. O tambor possui canais ascendentes no qual 
vinho flui de baixo para cima, atravessando os canais e sendo distribuídos pelos espaços 
estreitos entre os pratos. As partículas sólidas acumulam-se na parede superior de cada 
espaço e deslizam para baixo em direção ao recinto de lodo. Essas camadas de sólidos são 
depositadas na extremidade externa do tambor e descarregados através de bicos ejetores. O 
volume de sólidos que sai pelos bicos ejetores pode ser ajustado pela área da secção 
transversal e o número de bicos. Para se atingir uma elevada concentração de sólidos utiliza-
se bicos de orifícios menores, entretanto há um limite de acordo com o fabricante, pois 
aumenta as chances de entupimento (COPERSUCAR, 1987). 
 
  
Figura 2.8 Centrífuga de discos com bicos  
a) Representação geral b) Princípio de funcionamento 
 
O creme de levedura com 60 a 80% (v/v) de células em base úmida é descarregado 
nas cubas de tratamento ácido. Essas cubas possuem agitadores e são aeradas para promover 
um tratamento eficaz. São acrescentados água na proporção volumétrica de 1:1 e ácido 
sulfúrico concentrado até atingir pH entre 2 e 3. O tempo de tratamento varia entre uma e 
duas horas dependendo das condições da levedura. Nessa etapa acrescentam-se 
antiespumante e dispersante para o controle de espumas. As remediações também são 
realizadas nessa etapa: quando há uma floculação resistente aplica-se um pH mais baixo e um 
tempo maior; aplica-se antibióticos, biocidas ou outra agente de controle de contaminação, 
pois alguns são mais eficazes em pH baixo; revitalização das células com adição de nutrientes, 
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usualmente DAP (fosfato diamônio) e ureia, e um pouco de substrato. Assim, as células de 
leveduras seguem uma nova fermentação em condições apropriadas. Ressalta-se que as 
descrições da centrifugação e tratamento ácido são comuns ao processo com reciclo de 
células independente da configuração da fermentação. 
 
O processo em batelada alimentada é sincronizado com as fases de alimentação, 
esgotamento, descarregamento, centrifugação, tratamento ácido e limpeza, resultando em 
um processo que mimetiza um processo contínuo, pois sempre a maioria dos biorreatores 
estão ocupados. Contudo, essa forma de operação não alcança a produtividade obtida no 
processo contínuo. Nessa configuração batelada alimentada é possível realizar de 2,5 a 3 ciclos 
de fermentação por dia. O desempenho usual em rendimento fermentativo é de 88 a 91% e 
produtividade é de 2 a 3,5 kg etanol/m3.h. A concentração de etanol no vinho final depende 
da qualidade do substrato, com melaço o valor típico é de 6 a 8% (v/v) e o valor típico com 
caldo é de 8 a 12% (v/v). O uso de melaço é mais comum na região Nordeste do Brasil e o uso 
de caldo é mais comum nas unidades mais novas na região Centro-Oeste. A mistura dos dois 
é predominante na região Sudeste. 
 
A principal vantagem do processo em batelada alimentada é a comodidade em 
lidar com a contaminação. A remediação é mais rápida quando o foco é detectado, sendo uma 
das principais razões da predominância dessa configuração no Brasil. A principal desvantagem 
é a baixa produtividade quando comparado ao processo contínuo. 
 
2.6.4.2. Fermentação alcoólica contínua 
 
A configuração predominante de um processo de fermentação contínua no Brasil 
é composta por 4 a 5 biorreatores conectados em série comumente denominada de processo 
contínuo multiestágio esquematicamente representado pela Figura 2.9. A alimentação de 
substrato e células ocorre simultaneamente na primeira unidade. Essa configuração permite 
a minimizar a inibição pelo etanol e obter alta produtividade acima de 6 kg/m3.h e alta 
conversão próxima à teórica (ANDRIETTA, 1994).  
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Figura 2.9 Configuração de um processo de fermentação alcoólica contínua adaptada de Andrietta 
(1994) 
 
As primeiras unidades foram construídas a partir de adaptações da infraestrutura 
existente, o que acarretou em uma inadequação do projeto dos reatores, a incompatibilidade 
na forma de alimentação e distribuição de mosto. A segunda geração da fermentação 
contínua corrigiu esses erros com o uso de projeto de vasos e fenômenos de transporte, no 
entanto carecia de um aprofundamento da cinética de reação bioquímica. E dessa forma, 
foram introduzidos os conceitos de engenharia bioquímica na terceira geração que permitiu 
uma operação segura e estável (BIOCONTAL, 2016).  
 
Neste contexto, Andrietta (1994) desenvolveu a fermentação contínua composta 
por 4 biorreatores conectados em série e uma unidade de tratamento ácido formada por 3 
cubas ligadas em série. A quantidade de ART alimentado é proporcional ao número de células, 
mantendo uma taxa média de 3,5 kg ART/ kg de células (base seca). Este controle é importante 
para manter a taxa de conversão de cada biorreator, proporcionando um tempo de residência 
entre sete a oito horas, dependendo da cepa utilizada e a matéria-prima utilizada. O substrato 
parcialmente fermentado flui até atingir o último biorreator, a partir da qual ele é levado para 
a centrifugação. No tratamento ácido as células são misturadas na primeira cuba e em seguida 
fluem até a terceira cuba do qual voltará à fermentação (ANDRIETTA et al., 2011). 
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CNPEM (2012) propuseram um conceito fermentação alcoólica contínua com 
reciclo de células de elevada produtividade de 9,0 kg/m3.h por meio do aumento do teor 
alcoólico no vinho final em até 15% (v/v) e estratégias operacionais para atingir um tempo de 
residência adequado. A configuração consiste de 4 a 5 biorreatores apropriados conectados 
em série e um tratamento de células em duas etapas. A alimentação de substrato ocorre nos 
dois primeiros biorreatores e o retorno das células ocorre no primeiro biorreator. Cada 
biorreator corresponde a um estágio de fermentação com uma temperatura específica em 
que inicia em torno de 34°C e termina com 28°C, estratégia adotada para minimizar a inibição 
devido à elevação da concentração de etanol. Isto juntamente com o tratamento de células 
em duas etapas superam as dificuldades de fermentação com alta concentração de etanol. 
 
2.6.4.3. Tratamento de células 
 
O tratamento ácido de leveduras foi proposto originalmente por Melles Usines SA. 
(1933) como uma maneira para controlar a contaminação por bactérias Gram-positivas. O 
autor observou que a adição de ácido sulfúrico até pH entre 2,6 e 2,8 no creme de levedura 
por um tempo de residência de 1 a 3 horas provocava um tratamento vigoroso que possibilitou 
o reaproveitamento de leveduras em uma nova fermentação. Isto tornou viável a 
fermentação em alta densidade celular para produção de etanol em função da eliminação de 
uma etapa de propagação celular paralela e a redução do tempo de fermentação. 
 
Nonus e De Miniac (1985) propuseram um tratamento de células após a 
centrifugação para aumentar a produtividade de fermentação a partir de melaço esgotado de 
beterraba. Após a centrifugação do vinho, o creme de levedura sofria uma lavagem com água 
na mesma proporção volumétrica das células sob agitação que poderia ser realizada 
mecanicamente ou por borbotagem de ar durante 1 a 1,5 horas. Em seguida, realizava-se uma 
segunda centrifugação. O creme de levedura era descarregado em uma cuba, a fase leve com 
cerca de 4% (v/v) de etanol era descartada, mas poderia ser reutilizada no preparo do mosto 
ou enviada à destilação. Não era uma prática recomendada, pois poderia ser uma fonte de 
contaminação e aumentar o consumo de vapor na destilação. A primeira lavagem provocaria 
a liberação de toxinas intracelulares acumuladas durante a fermentação, e diluição do meio 
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para promover um melhor tratamento ácido com a redução do efeito tampão. O creme de 
levedura secundário era então acidificado até pH 2 e mantida por 1 hora sob aeração. Em 
seguida, era enviado à um tanque em que se alimentava mosto e era retido por 3 horas sob 
aeração. Essa suspensão de células a 30% (v/v) correspondente ao inoculo era enviado para 
uma nova fermentação. Nessas condições foi obtido produtividade de etanol de 13 g/L.h 
sendo que os valores praticados na época eram de 3 a 6 g/L. h. O teor alcoólico do vinho alçado 
com o processo proposto foi de 66,4 g/L ou 8,4% (v/v) em 5 horas de fermentação. Os autores 
enfatizaram a produtividade e não abordaram o rendimento fermentativo, mas é possível 
concluir que as etapas de tratamento celular contribuíram significadamente na redução do 
tempo de fermentação. Isto mostra que o resultado do tratamento celular no processo com 
reciclo é similar à reativação catalítica bem conhecida em processos químicos catalíticos, em 
que os catalisadores, após a sua desativação por envenenamento por craqueamento e 
deposição de coque, podem ser regenerados pela eliminação do carbono depositado nos 
sítios ativos com algum agente oxidante (FOGLER, 1999). Em ambos casos o efeito imediato é 
a manutenção da taxa cinética no processo de reutilização de catalisadores. 
 
Mariller (1951) descreveu similarmente o processo de tratamento de leveduras e 
acrescentou que a vantagem da recuperação do fermento em centrífugas de discos ou como 
são citadas centrífugas Alfa Laval, é o controle da contaminação por meio da centrifugação 
seletiva em que os micro-organismos contaminantes, devido ao seu tamanho, fluem para a 
corrente da descarga do vinho que seria destilado. Quando comparado o processo de 
fermentação brasileira atual com o processo originário Melle-Boinot observa-se que houve 
uma adaptação, pois, a primeira etapa de lavagem e a segunda centrifugação foram supridas, 
possivelmente para a redução do investimento capital. Em contrapartida, houve a 
disseminação da aplicação de antibióticos, biocidas e outros produtos químicos para 
solucionar a problemática da contaminação bacteriana recorrente nas usinas. 
 
A Figura 2.10 mostra o tratamento celular proposto por CNPEM (2012) para 
fermentação de alto teor alcoólico (VHG – Very High Gravity) com reciclo de células. 
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Figura 2.10 Configuração de fermentação alcoólica VHG proposta por CNPEM (2012)  
 
O tratamento de células objetiva a restauração catalítica e da membrana celular 
das leveduras para que possam manter elevado rendimento e produtividade ao longo de uma 
safra inteira. O creme de levedura I após a centrifugação I é enviado ao tratamento ácido. Em 
seguida é novamente centrifugada, centrifugação II, em que a água de lavagem é descartada 
e o creme de levedura II é enviado à reativação celular em que são acrescentados mosto e 
nutrientes sob aeração. Em seguida o pé de cuba II é bombeado para um novo ciclo de 
fermentação. Essa proposta foi avaliada por Yamakawa et al. (2015) aplicando-se diamônio 
fosfato (DAP) na etapa de reativação na etapa de tratamento de células. 
 
2.6.5. Monitoramento da fermentação 
 
O monitoramento da fermentação na indústria é essencial para calcular os 
principais parâmetros fermentativos como rendimento e produtividade, detectar anomalias 
no processo seja por contaminação ou detectar inibição. A busca por técnicas em tempo real 
economicamente viáveis tem sido explorada por pesquisadores e a própria indústria. As 
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principais motivações são as perdas ou ineficiências na fermentação devido ao açúcar residual 
no final da fermentação, desvio de açúcares para os subprodutos (células e ácidos orgânicos, 
glicerol e ésteres) e contaminação bacteriana ou por leveduras selvagens. 
 
As técnicas de monitoramento na pesquisa agilizam as tomadas de decisão e 
auxiliam na elucidação dos fenômenos. Entretanto, em geral as técnicas apresentam elevado 
investimento e demanda de muitos dados experimentais, por exemplo, para a calibração de 
curvas preditivas. 
 
2.6.5.1. Monitor de biomassa - sonda de capacitância Aber  
 
O monitor de biomassa utiliza o princípio da impedância por rádio frequência ou 
capacitância. Uma corrente elétrica alternada polarizada na frequência de rádio é aplicada na 
suspensão de células que resulta em uma separação de cargas entre a membrana celular e a 
célula provocando um dipolo induzido. As células nessa condição podem ser comparadas 
como pequenos capacitores. Se o conjunto de pequenos capacitores estão presentes no meio, 
a capacitância aumentará e quanto maior o número de pequenos capacitores, maior é a 
capacitância. A existência de uma membrana celular isolante é fundamental. Células mortas 
possuem membranas enfraquecidas ou rompidas e não se polarizam. Portanto, o monitor de 
biomassa detecta somente células viáveis. A principal desvantagem é a forte dependência da 
capacitância com o meio de cultura, sendo que qualquer alteração na composição, estrutura 
ou permeabilidade da membrana pode modificar o seu valor. Fatores como aeração e agitação 
também influenciam as medidas de capacitância, uma vez que a permissividade das bolhas de 
gás é menor que a do meio (ABER INSTRUMENTS LTD, 2013). 
 
O limite mínimo de detecção da sonda, de acordo com o fabricante, para cada tipo 
de células está apresentado na Tabela 2.3. O limite de detecção é proporcional ao número 
total e ao tamanho das células.  
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Tabela 2.3 Limite mínimo de detecção (ABER INSTRUMENTS LTD, 2013)  
Tipo de células 
Nível mínimo de detecção na 
resolução de 0,1 pF/cm 
Espécie e tamanho típico 
Bactérias 109 células/mL ou 2 g/L E. coli – 1 x 3 micra 
Leveduras 106 células/mL ou 0,5 g/L S. cerevisiae – 6 micra 
Fungos e bactérias micelares 0,5 g/L Streptomyces clavuligerus 
Células animais 105 células/mL CHO – 10 micra 
 
A definição de células viáveis pode variar de acordo com o método utilizado. No 
método da capacitância, células viáveis são aquelas cujas membranas se encontram intactas; 
assim, quando submetidas a um campo elétrico, polarizam-se, ocasionando um aumento da 
capacitância da célula (OLSSON, 1997). 
 
A capacitância de uma célula relaciona-se com sua fisiologia, morfologia e 
estrutura. Matematicamente, ela pode ser escrita em função da fração volumétrica (P) da 
membrana na suspensão, da capacitância da membrana celular por unidade de área (Cm) e do 
raio da célula (r), assumindo que seja esférica, representada pela Equação 2.8.  
 
C = f(P, Cm, r)           (2.8) 
 
Se as propriedades dielétricas da membrana e o tamanho das células forem 
praticamente constantes, a capacitância pode ser vista basicamente como função da fração 
volumétrica celular P (cm3 de células/cm3 da suspensão). Esta, por sua vez, relaciona-se 
diretamente com a concentração total X (g/cm3 da suspensão), expressa pela Equação 2.9. E 
desde que cada unidade de célula tenha um volume específico constante Vs (cm3/ g), verifica-
se a relação entre capacitância e número de células viáveis expressa pela Equação 2.10 
(MATANGUIHAN et al. 1994).  
 
P = X.Vs           (2.9) 
C = f(X)           (2.10) 
 
O monitor de biomassa tem sido usado com êxito em crescimento celular. 
Matanguihan et al. (1994) avaliaram o potencial de uso da sonda de capacitância on-line para 
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diferentes tipos de micro-organismos na fase de crescimento e obtiveram uma boa correlação 
entre a capacitância e concentração de células viáveis. Ferreira et al. (2005) validaram a sonda 
anular em crescimento celular e concluíram que a capacitância se correlaciona linearmente 
com a viscosidade do meio.  
 
Sarks et al. (2014) aplicaram a sonda para mensurar células viáveis durante a 
fermentação com leveduras floculantes. A correlação foi realizada durante a fase exponencial 
de crescimento em que foi possível quantificar a concentração celular por gravimetria. Outros 
autores também relataram o uso da sonda de capacitância para correlacionar com células 
viáveis de leveduras floculantes, sendo uma solução aos problemas de amostragens 
intrínsecas de leveduras floculantes (MAS; OSSARD; GHOMMIDH, 2001). 
 
Nesse levantamento bibliográfico não foi encontrado trabalho da sonda de 
capacitância aplicada à fermentação alcoólica. 
 
2.6.5.2. Espectroscopia por infravermelho médio 
 
A região da radiação infravermelha (IR) do espectro eletromagnético pode ser 
dividida em três partes: infravermelho próximo (NIR, 0,8-2,5 µm, 12500-4000 cm-1), 
infravermelho médio (MIR, 2,5-50 µm, 4000-200 cm-1), infravermelho distante (50-1000 µm, 
200-100 cm-1). 
 
Os modos de vibração das moléculas orgânicas constituem o fundamento para o 
desenvolvimento de métodos de infravermelho médio (MIR) (HUANG et al., 2015). Para o 
etanol, o pico mais característico no espectro MIR é observado em 1042 cm-1 devido a ligação 
C-O. A banda de absorção a 2860-2951 cm-1 também está relacionada com etanol e deve-se a 
ligação C-H de CH3 e CH2 (WU et al., 2015). As bandas características observadas na região 
entre 965 e 1500 cm-1 são geradas, principalmente, pela ligação e CH-OH correspondem a 
açúcares e ácidos orgânicos (WU et al., 2015). Nos últimos anos, o método da técnica de 
reflexão atenuada (ATR) aumentou a capacidade de espectroscopia por MIR pela 
transformada de Fourier (FT-MIR) por proporcionar meios para medir quantitativamente com 
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vários compostos em uma ampla gama de amostras (HUANG et al., 2015). O desenvolvimento 
de métodos requer aplicação de tratamento de dados multivariados, a fim de lidar com a 
grande quantidade espectros gerados bem como o desenvolvimento de modelos de 
calibração (preditivos) para os diferentes parâmetros medidos. 
 
2.6.5.3. Potencial de oxi – redução (ORP) 
 
Um típico sistema de oxi-redução (OR) pode ser descrita como mostra a Equação 
2.11 (BORZANI et al., 2001). 
 
forma reduzida ⇋ forma oxidada + ne- (2.11) 
em que n é o número de elétrons (e) envolvidos na reação. 
 
Um eletrodo de material inerte (platina ou prata) imerso em uma solução de um 
sistema ORP estabelece uma diferença de potencial entre os elétrons na solução e no metal. 
Essa é a condição necessária para a formação de um potencial de eletrodo (E) cujo valor é 
determinado pela Equação 2.12. 
 
E = E0+ 
RT
nF
ln
[ox]
[red]
  (2.12) 
 
em que E0 = potencial de eletrodo-padrão, R = constante dos gases, T = temperatura, n = 
equivalentes envolvidos na reação, F = constante de Faraday, ox e red são concentrações das 
formas oxidada e reduzida do sistema OR. 
 
A diferença de potencial de oxi-redução (ORP) é mensurado através de um 
eletrodo imerso de hidrogênio (EH) ou de calomelano cuja diferença foi determinada em 
relação à de hidrogênio (Eh). Como o potencial EH é por definição igual a zero, o ORP é 
calculado pela Equação 2.12 sendo que E = Eh. O potencial de oxi-redução (ORP) será mais 
positivo (+) se a forma oxidada for maior que a forma reduzida [ox] > [red] e será mais 
negativo (-) se a forma oxidada for menor que a forma reduzida [ox] <  [red].  
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A estratégia de controle de ORP na fermentação foi revisado por Liu et al. (2013). 
Em seu trabalho verificou que a injeção do gás inerte é mais economicamente competitiva 
que o uso de reagentes químicos. O controle de ORP se justifica em processos de alto estresse 
como na fermentação alcoólica de alto teor alcoólico (LIN et al. 2010) e na fermentação de 
butanol (HÖNICKE et al., 2012). O controle de ORP atua diretamente na reação bioquímica de 
glicerol e no balanço de NAD(P)H/ NAD(P)+. Lin et al. (2010) aplicou a estratégia de aeração 
para controlar o ORP e mostrou que – 150 mV é o valor ótimo para atingir alta produtividade 
e rendimento em fermentação de alto teor alcoólico em que há um grande prejuízo da 
atividade enzimática em concentrações elevadas de etanol provocam queda da viabilidade 
celular e consequente lise celular.  
 
Kukec et al. (2002) estudou fermentação de vinho em diferentes temperaturas e 
observou que a atividade das leveduras ocorre no limite de -200 mV a +350 mV. Acima de 
+350 mV o oxigênio é tóxico e inibitório, e abaixo de -200 mV a concentração de oxigênio é 
muito baixo para a manutenção celular. Já Burmaster (2006) reivindicou o controle de ORP 
para fermentação alcoólica na faixa de -250 mV a +50 mV através do uso de peróxido de 
hidrogênio, amônia e aeração como estratégia de controle. 
 
2.6.5.4. Espectrofotômetro SpectraMax (Molecular Devices, EUA) 
 
O espectrofotômetro SpectraMax (Molecular Devices, EUA) faz leitura no 
comprimento de onda da fluorescência e luminescência. Cot et al. (2007) utilizaram a técnica 
de microscopia por fluorescência com um marcador denominado FUN® (Molecular Probes) 
para determinação de viabilidade e compararam à técnica por coloração por azul de metileno. 
Observaram que as duas técnicas correlacionam bem assumindo-se que a perda de atividade 
celular representa a perda de viabilidade. Outros autores (KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 
2014) pesquisaram técnicas diversas fundamentadas em fluorimetria para diferenciar 
viabilidade e vitalidade celular. 
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2.6.5.5. Monitor de atividade – YAM (Nalco/ Ecolab, EUA) 
 
O monitor de atividade de leveduras desenvolvido pela empresa Nalco/ Ecolab 
está fundamentado na técnica de fluorescência. As enzimas ativas, quando em contato com 
fluóforo, absorverá a energia de um comprimento de onda específica e emitirá uma energia 
em um comprimento de onda maior. A atividade metabólica é detectada por uma combinação 
de turbidimetria e sinal fluorimétrico. O sinal de fluorescência é capturado por um marcador 
e é proporcional a atividade da levedura em um tempo específico. Uma das principais enzimas 
relacionadas à atividade metabólica de produção de etanol é a álcool desidrogenase. A Figura 
2.11 mostra o conjunto do equipamento YAM para medir atividade de leveduras em 
fermentação alcoólica. 
 
 
Figura 2.11 Monitor de atividade para leveduras – YAM (Nalco/ Ecolab, EUA) 
 
2.6.6. Modelos cinéticos e modelagem matemática 
 
Carvalho (1996) citado por Atala (2000) descreve que o objetivo do estudo de 
cinética de processos microbianos é quantificar as velocidades de crescimento celular, 
consumo de substrato, de formação de produto e verificar a influência de fatores com pH, 
temperatura e inibidores.  
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O modelo cinético mais simples que descreve a velocidade específica de 
crescimento (μ) é a equação de Monod representada pela Equação 2.13.  
 
μ = μmax (
S
Ks+S
) (2.13) 
 
em que μmax é a velocidade específica de crescimento máxima, Ks é a constante de Monod e S 
é a concentração do substrato. 
 
A equação de Monod descreve bem sistemas sem interferência de inibidores, 
como em meios fermentativos com baixa concentração de etanol. Representações de 
modelos cinéticos que considerem termos de inibição pelo produto foram apresentados por 
Levenspiel (1980) mostrada pela Equação 2.14.  
 
μ= μmax
S
KS+ S
(1-
P
Pmax
)
n
 
(2.14) 
 
em que P representa a concentração de produto e Pmax a máxima concentração de produto 
na qual cessa o crescimento microbiano e n é uma constante empírica. 
 
O modelo proposto por Ghose e Thyagi (1979) considera o substrato limitante e 
inibição pelo produto linear ou parabólica, se n=1, ou n> 1 (Equação 2.15). 
 
μ= μmax
S
S+KS+
S2
Ki
(1-
P
Pmax
)
n
 
(2.15) 
 
em que Ki representa a constante de inibição pelo substrato. 
 
O modelo proposto por Lee et al. (1983) incorporou a inibição pela biomassa, 
representado pela Equação 2.16.  
 
μ= μmax
S
S+KS
(1-
P
Pmax
)
n
(1-
X
Xmax
)
m
 
(2.16) 
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em que X representa a concentração de biomassa e Xmax a máxima concentração de biomassa 
na qual cessa o crescimento microbiano e m é uma constante empírica. 
 
Andrietta (1994) empregou o modelo de Lee et al (1983) para estudar a influência 
da temperatura nos parâmetros cinéticos em fermentação alcoólica, os valores dos adotados 
foram: max: 0,41 h-1, Pmax: 103 g/ L,  Xmax: 100 g/ L, n: 3, 0, m: 1,0, Ks: 1,6 g/ L, YP/ S: 0, 445 g/g, 
YX/ S: 0, 033 g/g. 
  
Borges (2008) realizou um trabalho experimental em alta densidade celular de 
leveduras adotou o modelo cinético de Ghose e Thyagi (1979). Os valores dos parâmetros 
foram: max: 0,02686; 0,02295; 0,02701 h-1, Pmax: 125,7; 129,9; 144,1 g/ L, n: 0,1; 0,1; 0,2861, 
Ks: 10,40; 10,31; 32,02 g/ L, Ki: 813,8; 693,4; 370 g/ L, YP/ S: 0, 445; 0,418; 0,413 g/ g, YX/ S: 0, 
024; 0,021; 0,017 g/ g. 
 
Ferreira (2005) utilizou o modelo cinético de Andrietta et al. (2003) para 
representar fermentação típica industrial apresentado pela Equação 2.17. 
 
μ= μmax
S
S+KS+
S2
Ki
(1-
P
Pmax
)
n
(1-
X
Xmax
)
m
 
(2.17) 
 
 
Atala et al. (2001) desenvolveu o modelo representado pela Equação 2.18 com um 
termo de inibição exponencial pelo substrato e multiplicando-se pela própria concentração 
de biomassa para o estudo do efeito da temperatura. O modelo foi validado em fermentação 
alcoólica de alta densidade celular. 
 
μ= μmax
S
S+KS
(1-
P
Pmax
)
n
(1-
X
Xmax
)
m
Xe(-𝐾𝑖S) 
(2.18) 
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2.7. Destilação 
 
A recuperação do etanol presente no vinho produzido na fermentação, após 
centrifugação, é realizada por destilação para recuperar etanol hidratado e etanol anidro. 
 
A separação de uma mistura líquida por destilação depende da diferença de 
volatilidade dos componentes. Quanto maior a diferença da volatilidade relativa, mais fácil é 
a separação. O princípio básico de um equipamento de destilação é a transferência de massa 
entre a corrente ascendente no estado vapor e a corrente descendente de líquido que entram 
em contato através dos pratos ou recheio de colunas. Parte do condensado retorna no topo 
da coluna para prover o fluxo de líquido acima do ponto de alimentação (refluxo), e parte do 
fluxo líquido da base da coluna é vaporizado no refervedor e retorna para prover o fluxo 
ascendente na forma de vapor. Na seção abaixo da alimentação, os componentes mais 
voláteis são removidos do fluxo líquido e esta seção é chamada de seção de extração. Na seção 
acima da alimentação, a concentração dos componentes mais voláteis aumenta conforme a 
ascensão na coluna chamada por enriquecimento ou mais comum de seção de retificação. 
Quando o produto é binário, uma coluna apenas é suficiente. E em produtos 
multicomponentes são necessárias diversas colunas para recuperar separadamente cada 
componente (SINNOT, 2005). 
 
2.7.1. Aparelhos de destilação 
 
A referência utilizada nesta subseção foi baseada em Copersucar (1988) para 
descrever um aparelho convencional para recuperar etanol hidratado. Outras configurações 
com sistemas integrados podem ser encontradas em Copersucar (1987); Meirelles (2006); 
Junqueira (2010); Zarpelon (2012). 
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Figura 2.12 Representação processo de destilação para recuperação etanol hidratado (COPERSUCAR, 
1988) 
 
Como mostra a Figura 2.12, o aparelho de destilação para recuperar etanol 
hidratado de um vinho de fermentação com 7 a 11% de etanol (v/v) é formada por um 
conjunto de três colunas superpostas denominadas A, A1 e D chamada de coluna de destilação 
e outro conjunto de colunas B e B1 chamada de coluna de retificação. Na coluna de destilação 
o vinho é enriquecido em etanol a 40 a 50% (v/v) e passa a se chamar flegma. A flegma é 
enriquecida a etanol hidratado 96% (v/v) na coluna de retificação. 
 
O vinho é alimentado no topo da coluna A1, descendo pelas bandejas e sofrendo 
epuração, sendo a flegma retirada no fundo desta coluna e enviada à coluna B. Os voláteis, 
principalmente ésteres e aldeídos, são concentrados na coluna D e retirados no seu topo, 
sendo condensados em dois condensadores chamados de R e R1, em que 90 a 95% retorna ao 
topo da coluna D e o restante é retirada como álcool de segunda, com graduação 
aproximadamente de 92% (v/v). 
 
O objetivo da coluna A é esgotar a maior quantidade possível de álcool do seu 
produto de fundo que corresponde a vinhaça. A proporção de vinhaça é função do grau 
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alcoólico do vinho e será abordado adiante. É constituída principalmente de água, sais, sólidos 
em suspensão e solúveis. A vinhaça é utilizada usualmente na fertirrigação da lavoura de cana-
de-açúcar. Outras tecnologias para sua utilização estão descritas em Christofoletti et al. 
(2013). O calor da vinhaça que sai da coluna é utilizado para aquecer o vinho em torno de 90 
a 93°C em um trocador de calor casco-tubo. O aquecimento da coluna A é realizado pelo fundo 
pela injeção direta de vapor (prática em desuso) ou indireto por meio de um trocador-
evaporador chamado de A2. 
 
A coluna de retificação é composta pelas colunas B1 e B cujo objetivo é concentrar 
a flegma à etanol hidratado na graduação de 96% (v/v) e remover impurezas que a 
acompanham como álcoois homólogos superiores, aldeídos, ésteres, aminas, ácidos e bases. 
Os voláteis retirados no topo da coluna B são condensados em uma série de condensadores 
chamados de E, E1 e E2. Parte do calor é recuperado para aquecimento do vinho. Uma parte 
do condensado é reciclada e a outra é retirada como álcool de segunda. A solução esgotada 
na coluna B1 chamada de flegmaça pode ser eliminada pelo fundo da coluna B1 ou reciclada 
no processo. Os álcoois homólogos superiores denominados de óleos fúsel e alto são retirados 
de bandejas próximas a entrada da flegma. O aquecimento da coluna B é realizado por injeção 
de vapor.  
 
O etanol hidratado atinge uma concentração máxima em torno de 96% (v/v) no 
processo de destilação devido a formação de uma mistura azeotrópica, fenômeno físico no 
qual os componentes atingem o mesmo ponto de ebulição e a mesma composição em ambas 
as fases, impossibilitando a separação por destilação. Esse etanol corresponde ao etanol 
combustível usado na frota de veículo movidos exclusivamente à etanol ou flex-fuel. Já o 
etanol usado na mistura com a gasolina corresponde ao etanol anidro com concentração de 
etanol em torno de 99,7% (v/v). Tal graduação se atinge através do processo de desidratação. 
 
Os processos de desidratação podem ser por:  
 
1) Destilação azeotrópica (Figura 2.13): um terceiro componente é adicionado 
para alterar a atividade da água e do etanol. O processo com ciclohexano forma um azeótropo 
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com a água deixando o etanol livre como produto de fundo. A configuração é composta por 
duas colunas chamadas de C e P. Na coluna C adiciona-se ciclohexano para formar uma 
mistura ternária com o etanol que é alimentada nessa coluna. No topo da coluna é retirado o 
azeótropo (água e ciclohexano) que é condensado e vai para um decantador. A fase leve, rica 
em ciclohexano, volta para a coluna C e a fase pesada é recuperada na coluna P e retorna à 
coluna C. O aquecimento na coluna C é indireto e na coluna P é direto.  
 
 
Figura 2.13 Representação destilação azeotrópica com ciclohexano (COPERSUCAR, 1988) 
 
2) Destilação extrativa (Figura 2.14) usa-se também um terceiro componente no 
caso um solvente ou agente extrator para alterar a volatilidade relativa. A extração por MEG 
(Mono Etileno Glicol) é formada por duas colunas chamadas de C e R. O etanol hidratado deve 
ser aquecido até o estado vapor para entrar na coluna C, em que o MEG entra a 45 – 60°C. O 
etanol anidro sai pelo topo da coluna C, o fundo da coluna, mistura de água e MEG, vai para a 
coluna R para recuperação do solvente para retornar à coluna C. Ambas a colunas são 
aquecidas com vapor de alta pressão, 8 ou 10 bar. 
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Figura 2.14 Representação destilação extrativa com MEG (MEIRELLES, 2006) 
 
 
Figura 2.15 Representação adsorção via peneira molecular (AZEVEDO; DOMINGUES, 2012) 
 
3) Desidratação via adsorção por peneira molecular (Figura 2.15) consiste em 
retirar seletivamente a água do etanol hidratado. O etanol hidratado é aquecido em um pré-
evaporador até o estado saturado e em seguida é aquecido até o estado de superaquecido a 
140°C. Neste estado vai para as colunas de peneiras moleculares em que a água fica retida 
nelas e o etanol anidro é resfriado. As colunas de peneiras moleculares são regeneradas 
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aplicando-se vácuo no topo a alta temperatura vaporizando uma mistura de água e etanol 
(flegma) que retornam ao processo de destilação na coluna de retificação.  
 
2.7.2. Especificação do etanol 
 
O etanol hidratado e anidro para uso como combustíveis seguem normas de 
especificação regulada pela Agência Nacional de Petróleo, Gás Natural e Biocombustível (ANP) 
através do Regulamento Técnico ANP nº3/2011, anexo da Resolução ANP Nº7 de 9 de 
fevereiro de 2011. Nesse regulamento, estão contidas as características em relação a seu 
aspecto, cor, massa específica, teor alcoólico, pH, condutividade elétrica e outros requisitos 
como apresentada pela Tabela 2.4. 
 
Tabela 2.4 Especificações para etanol anidro e hidratado combustíveis (ANP, 2011) 
Características Unidade 
Limite 
ANIDRO HIDRATADO 
Aspecto - Límpido e Isento de Impurezas. 
Cor  (2) (3) 
Acidez total, máx. (em miligramas 
de ácido acético) 
mg/L 30 
Condutividade elétrica, máx. µS/m 389 
Massa específica a 20°C kg/m3 791,5 máx. 807,6 a 811,0 
Teor alcoólico 
% (v/v) 99,6 mín. 95,1 a 96,0 
% (m/m) 99,3 mín. 92,5 a 93,8 
pH a 20°C - - 6,0 a 8,0 
Teor de água, máx.  % (v/v) 0,4 4,9 
Teor de metanol  % (v/v) 0,5 máx. 
Resíduo por evaporação, máx. mg/100 mL 5 
Goma lavada mg/100 mL 5 
Teor de hidrocarbonetos, máx. % (v/v) 3 
Teor de cloreto, máx. mg/kg 1 
Teor de sulfato, máx. mg/kg 4 
Teor de ferro, máx. mg/kg 5 
Teor de sódio, máx. mg/kg 2 
Teor de cobre, máx. mg/kg 0,07 - 
Notas: (1) A ANP poderá acrescentar características adicionais, métodos complementares e/ou impor novos 
limites às especificações dispostas na Tabela III do Regulamento Técnico ANP nº3/2011, para o caso de etanol 
combustível produzido a partir de métodos ou processos distintos ao da rota fermentativa, que utiliza o caldo 
e/ou melaço de cana-de-açúcar como matéria-prima. (2) Laranja após adição do corante especificado segundo a 
Tabela IV do Regulamento Técnico ANP nº3/2011. (3) Não pode conter qualquer corante e, em caso de dúvidas, 
uma amostra do produto deve ser analisada em laboratório quanto à presença de corante. 
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2.7.3. Outros produtos voláteis 
 
O óleo fúsel é a fração menos volátil da destilação do vinho composto por álcoois 
superiores como álcool isoamílico, álcool isobutílico, propanol, butanol, ésteres e aldeídos. 
Pérez; Cardoso; Franco (2001) caracterizaram óleo fúsel amostradas em três usinas no estado 
de São Paulo. Os resultados encontrados foram: 0,7 a 3,3% de álcool metílico, 1,5 a 5,7% de 
álcool etílico, 0,8 a 1,8% de álcool n-propílico, 16,4 a 25,5% de álcool isobutílico, 46,6 a 54% 
de álcool isoamílico. Os valores de ésteres e aldeídos não foram determinados 
apropriadamente. Ferreira (2012) encontrou valores similares de 0,04% de álcool metílico, 
6,81% de álcool etílico, 0,32% de álcool n-propílico, 5,61% de álcool isobutílico, 53,05% de 
álcool isoamílico, 14,77% de álcool amílico ativo. Já Biocontal (2016a) reporta a composição 
de óleo fúsel em: 25,41% de água, 49,46% de álcool butílico + amílico, 39,90% de álcool 
isoamílico, 9,33% de álcool isobutílico, 0,23% de álcool n-butílico, 2,07% de álcool n-propílico 
e 20,63% de etanol. 
 
O óleo fúsel é praticamente insolúvel em água, mas solúvel em etanol em qualquer 
proporção. O ponto de ebulição é de 135°C. Durante a destilação o óleo tende a subir devido 
à miscibilidade com o etanol, mas devido ao ponto de ebulição é forçado a descer. Em 
consequência dessas duas forças, o óleo acumula-se em uma região intermediária da coluna 
e é retirado como óleo baixo para ser então resfriado e lavado e obtém-se o óleo fúsel. 
 
O óleo alto, outra corrente de impurezas, é retirada em ponto acima da retirada 
de óleo baixo. É composto principalmente por iso-butanol, n-butanol e n-propanol e 
acumulam-se nessa região devido ao azeotropismo com a água conforme mostra a Tabela 2.5. 
 
Álcool de segunda que sai dos condensadores R e R1 da destilação é composto por 
componentes de baixo ponto de ebulição como ésteres, aldeídos e outros. Zarpelon (2012) 
reuniu os dados fornecidos da JW, fabricante de aparelhos de destilação, apresentados na 
Tabela 2.6. A Tabela 2.7 apresenta os principais subprodutos da destilação para recuperação 
de etanol hidratado de acordo com Zarperlon (2012). 
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Tabela 2.5 Azeótropos com a água dos componentes do óleo alto (COPERSUCAR, 1988) 
Álcool Ponto de Ebulição (°C) % água (p/p) 
Etanol  78,17 4,0 
Isopropanol 80,3 12,6 
N-propanol 87,0 28,3 
Sec-butanol 87,5 27,3 
Isobutanol 89,8 33,0 
N-butanol 92,7 42,5 
 
Tabela 2.6 Composição das correntes dos condensadores da destilação (ZARPERLON, 2012) 
Componente 
Concentração nas correntes na saída dos condensadores (mg/L) 
R R1 E E1 E2 
Acetaldeído 561,10 1091,60 24,20 54,50 162,50 
Metanol 43,90 59,10 130,40 161,40 236,20 
Acetato de etila 1712,50 2715,90 171,30 274,00 544,20 
Acetona 17,80 29,50 10,70 20,50 47,60 
Isopropanol 4,20 - 1,90 1,50 1,40 
N-propanol 323,30 342,90 1,80 1,20 0,90 
Acetaldeído 68,50 285,40 6,50 7,10 14,00 
Isoamílico 452,20 295,50 N.D. N.D. N.D. 
N-butanol 3,20 2,30 N.D. N.D. N.D. 
Isobutanol 1115,70 894,20 N.D. N.D. N.D. 
N.D.: não detectado. 
 
Tabela 2.7 Subprodutos da destilação (ZARPERLON, 2012) 
Descrição Nomenclatura IUPAC Fórmula P. E. (°C) 
Aldeído acético ou etanal Acetaldeído CH3-CHO 20,2 
Forma-se nas etapas intermediárias do metabolismo à etanol. 
Acetato de etila Etanoato de etila CH3-COO-CH2-CH3 77,0 
Combinação de ácido acético e etanol. 
Diacetil 2,3-Butanodiona CH3-CO-CO-CH3 88,0 
A partir de metil etil cetona. É um líquido amarelo esverdeado, vapores com odor de cloro. 
Álcool metílico Metanol CH3-OH 64,7 
Forma-se devido à presença de compostos de pectinas. 
Acetal ou dietilacetal - CH3-CH=(O-CH2-CH3)2 102,7 
A partir de acetaldeído e etanol. 
Dimetilacetona ou acetona Propanona CH3-CO-CH3 56,5 
A partir do isopropanol. 
Uretano Carbamato de etila NH2COOC2H5 182 a 185 
Devido à presença de ureia. O uso de ureia para produção de álcool potável é proibido em países 
como EUA, Canadá, Porto Rico, pois o uretano é carcinogênico. 
Butanona Metil-etil-cetona CH3-CO-CH2-CH3 79,6 
Oxidação de isobutanol. Forma azeótropo com água a 73,4°C. 
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Álcoois superiores ou álcoois homólogos superiores são formados por n-propanol 
(ponto de ebulição de 97,2°C), isobutanol (ponto de ebulição de 117,5°C), álcool isoamílico 
(ponto de ebulição de 132°C), formam-se pela decomposição de células de leveduras. 
 
2.7.4. Vinhaça 
 
A vinhaça é o efluente gerado em maior quantidade na destilação do vinho na 
recuperação do etanol. É um efluente líquido de alta carga orgânica e inorgânica rico em 
fosfato e sulfato. A disposição mais comum praticada no Brasil é a fertirrigação. A quantidade 
para sua distribuição é função da máxima concentração de potássio regulamentada pela 
Companhia Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB) pela norma técnica P4.231 (CETESB, 
2015).  
 
A quantidade de geração de vinhaça depende da concentração de etanol no vinho 
e da forma de aquecimento na destilação. Fernandes (2003) elaborou uma correlação 
empírica para calcular a quantidade de vinhaça gerada por quantidade de etanol produzido 
como mostra a Equação 2.19. 
 
Vvinhaça/Vetanol= 0,816 .k1.(100.Pvinho )
-k2 (2.19) 
 
em que k1 e k2 são constantes empíricas, apresentadas na Tabela 2.8, e Pvinho é a concentração 
de etanol no vinho (v/v). 
 
Tabela 2.8 Valores das constantes k1 e k2 (FERNANDES, 2003) 
Constantes 
Tipo de aquecimento na destilação 
Indireto Direto 
k1 119,19 130,36 
k2 1,0965 1,0518 
 
Wilkie et al. (2000) levantaram as características de vinhaça, Tabela 2.9, a partir 
de fermentação alcoólica de melaço de beterraba, caldo de cana, melaço de cana e de 
biomassa lignocelulósica. 
 
Capítulo 2: Revisão Bibliográfica 79 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
Tabela 2.9 Características de diferentes vinhaças (WILKIE et al., 2000) 
Matéria-
prima 
L vinhaça/L 
etanol 
DBO 
(g/L) 
DQO 
(g/L) 
Ntot 
(mg/L) 
Ptot 
(mg/L) 
K 
(mg/L) 
Stotal 
como SO4 
(mg/L) 
pH 
Melaço de 
beterraba 
11,6 
± 0,3 
44,9 
± 21,7 
91,1 
± 38,9 
3.569 
± 2.694 
163 
± 66 
10.030 
± 6.322 
3.716 
± 2.015 
5,35 
± 1,02 
Caldo de 
cana 
16,3 
± 5,3 
16,7 
± 3,4 
30,4 
± 8,2 
628 
± 316 
130 
± 110 
1.952 
± 1.151 
1.356 
± 1.396 
4,04 
± 0,49 
Melaço de 
cana 
14,0 
± 3,3 
39,0 
± 10,8 
84,9 
± 30,6 
1.229 
± 639 
187 
± 350 
5.124 
± 3.102 
3.478 
± 2.517 
4,46 
± 0,35 
Celulósico 
11,1 
± 4,14 
27,6 
± 15,2 
61,3 
± 40,0 
2.787 
± 4.554 
28 
± 30 
39 
651 
± 122 
5,35 
± 0,53 
 
Observa-se na Tabela 2.9 que a vinhaça de beterraba apresenta valores de 
nitrogênio total, fósforo total, potássio e enxofre total maiores que as demais vinhaças. DBO, 
DQO e enxofre total são similares à vinhaça de melaço de cana. A vinhaça de biomassa 
celulósica apresenta valores de DBO e DQO intermediários à vinhaça de caldo e melaço de 
cana.  Entretanto, apresenta nitrogênio total bem acima que a vinhaça de caldo e melaço de 
cana e similar à vinhaça de beterraba. Isso possivelmente está relacionada ao emprego de 
complexos enzimáticos durante a hidrólise enzimática. Já a quantidade de fósforo total, 
potássio e enxofre total é bem menores que as demais vinhaças. Isso pode causar um impacto 
considerável na fertirrigação uma vez que o parâmetro de distribuição é a quantidade de 
potássio como apresentado anteriormente.  
 
2.8. Etanol de materiais lignocelulósicos – Etanol de Segunda Geração (E2G) 
 
Jank (2012) afirmou que os avanços tecnológicos para produção de etanol a partir 
de bagaço e palha de cana-de-açúcar poderão ser viabilizados nos próximos anos e 
representará um aumento de produtividade na média dos atuais 7 mil litros para 12 mil litros 
por hectare de cana plantada. Hoje há no Brasil 2 unidades pioneiras industriais de produção 
de E2G instaladas, contudo enfrentam entraves técnicos e estão na busca por soluções 
factíveis por meio de parcerias com universidades e centros de pesquisa (BOSSLE, 2016). 
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Os principais desafios do etanol de segunda geração a partir de materiais 
lignocelulósicos da cana-de-açúcar estão no recolhimento da palha no campo, manipulação 
de bagaço, e principalmente nas operações unitárias de pré-tratamento e hidrólise 
enzimática. O pré-tratamento é responsável pela geração de inibidores que acarretam 
dificuldades na fermentação. A hidrólise enzimática apresenta baixo rendimento devido às 
barreiras características de materiais recalcitrantes. 
 
Em relação ao apoio para tornar o processo de E2G viável pode-se citar os esforços 
que têm sido realizados nessa última década para impulsionar a viabilização técnico-
econômica do processo de conversão de etanol a partir de materiais lignocelulósicos oriundos 
da cana-de-açúcar no Brasil. Estes recursos são de investimentos federais em centros de 
pesquisa e desenvolvimento, e planos de apoio financeiro à inovação por meio das instituições 
como BNDES e FINEP.  
 
Um dos centros de pesquisa brasileiro estrategicamente criado pelo governo 
federal foi o Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), inaugurado no 
ano de 2010. O aporte financeiro federal para sua implantação foi de R$ 82 milhões. A criação 
do Laboratório foi fomentada pelo estudo encomendado pelo MCT (Ministério de Ciência e 
Tecnologia) para o NIPE (Núcleo Interdisciplinar de Planejamento Estratégico) em conjunto 
com o CGEE (Centro de Gestão de Estudos Estratégicos). Devido à necessidade em aprofundar 
o conhecimento científico-tecnológico para vencer as barreiras da conversão de biomassas 
lignocelulósicas a etanol e, assim aumentar a produção de etanol sem aumento da área 
cultivada de cana-de-açúcar (CGEE, 2009).  
 
O CTBE é um Laboratório Nacional que atua junto à comunidade científico-
tecnológica e ao setor produtivo brasileiros, com o objetivo de colaborar para a manutenção 
da competência do País na produção de etanol de cana-de-açúcar e outros compostos a partir 
da biomassa. A missão é contribuir para o avanço do conhecimento científico e tecnológico na 
produção, uso e conversão de biomassas em energia e materiais, por meio de pesquisa, 
desenvolvimento, inovação e capacitação de pessoal. A visão é ser um Laboratório Nacional 
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de excelência em pesquisa, desenvolvimento, inovação e transferência de tecnologia nas áreas 
de biomassas e bioenergia.  
 
O Plano Conjunto BNDES-Finep de Apoio à Inovação Tecnológica Industrial dos 
Setores Sucroenergéticos e Sucroquímico – PAISS, de 2011, tem por objetivo seleção de planos 
de negócios e fomento a projetos que contemplem o desenvolvimento, a produção e a 
comercialização de novas tecnologias industriais destinadas ao processamento da biomassa 
oriunda da cana-de-açúcar, com a finalidade de organizar a entrada de pedidos de apoio 
financeiro no âmbito das duas instituições e permitir uma maior coordenação das ações de 
fomento e melhor integração dos instrumentos de apoio financeiro disponíveis (BNDES). 
 
Essa iniciativa apoiou a construção de três plantas pioneiras de etanol de segunda 
geração no Brasil. Das quais duas são em escala comercial, Granbio e Raízen, e uma em escala 
de demonstração do CTC (Centro de Tecnologia Canavieira). Recentemente foi aprovada a 
construção de mais uma planta comercial do grupo Abengoa. A Tabela 2.10 mostra os 
financiamentos aprovados no âmbito do plano PAISS às usinas pioneiras de E2G no Brasil. Hoje 
somente a Raízen está em operação. A Granbio precisou paralisar temporariamente a 
operação devido às dificuldades do pré-tratamento, com previsão de retorno para out. /16 
(BATISTA, 2016). A Abengoa ainda não iniciou a implantação da unidade industrial. O CTC teve 
um valor aprovado de R$ 227 milhões pelo PAISS para desenvolver projetos inovadores de 
cana (BATISTA, 2013). Dos quais, R$ 80 milhões foram investidos para a construção da planta 
de demonstração com capacidade de processamento de 100 toneladas de biomassa por dia 
ou produção de 3 milhões de litros de etanol por ano (BATISTA, 2014).  
 
Tabela 2.10 Valor aprovada do PAISS às usinas pioneiras de E2G no Brasil  
Empresa Valor aprovado PAISS Capacidade produção Fonte 
Abengoa R$ 309, 6 milhões 64 milhões de litros/ ano BNDES (2014) 
Granbio R$ 300 milhões 82 milhões de litros/ ano Batista (2016) 
Raízen R$ 207,7 milhões 40 milhões de litros/ ano Saraiva (2013) 
 
Recentemente, o jornal NovaCana (BOSSLE, 2016) apresentou o panorama 
econômico elaborado pela Lux Research (Boston, EUA) do custo de etanol de segunda geração 
das seis unidades produtoras no mundo em escala comercial (Tabela 2.11). A empresas Raízen 
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e GranBio possuem o menor preço mínimo de venda beneficiadas pelo preço da biomassa que 
são mais competitivas que as demais (USD 0,57/L e USD 0,70/L, respectivamente). O custo de 
produção correspondente é de USD 0,26/L e USD 0,30/L. 
 
Tabela 2.11 Produção de E2G em escala comercial (BOSSLE, 2016) 
Empresas Raízen GranBio 
Poet-
DSM 
Beta 
Renewables 
DuPont Abengoa 
Local Brasil Brasil EUA Itália EUA EUA 
Capacidade 
(milhões de 
L/ano) 
40,1 83,2 94,6 75,7 113,5 94,6 
Custo capital 
(USD milhões) 
100 265 275 210 225 500 
Biomassa 
Bagaço de 
cana-de-
açúcar 
Palha de 
cana-de-
açúcar 
Palha 
de 
milho 
Palha de 
trigo 
Palha de 
milho 
Palha de milho 
Preço 
biomassa 
(USD/ ton) 
38 40 90 75 52 90 
Tecnologia 
pré-
tratamento/ 
detendora 
Ácido 
diluído/ 
Iogen 
Explosão a 
vapor/ Beta 
Renewables 
Ácido 
diluído/ 
Andritz 
Explosão a 
vapor/ Beta 
Renewables 
Alcalino/ 
DuPont 
Ácido 
diluído/Abengoa 
Enzimas Novozymes Novozymes DSM Novozymes 
DuPont 
Darisco 
Dyadic 
Micro-
organismo 
Iogen DSM DSM 
Leaf 
technologies 
DuPont Abengoa 
Potencial 
geração de 
eletricidade 
(MW) 
7 16 17 13 0 21 
Custo de 
produção 
(USD/L) 
0,26 0,30 0,52 0,55 0,54 0,63 
Preço mín. 
venda (USD/L) 
0,57 0,70 0,80 0,87 0,88 1,20 
 
Os custos de produção elaborado por Milanez et al. (2015) em função do grau de 
maturidade operacional e avanço tecnológico são de USD 0,38/L no curto prazo, USD 0,17/L 
no médio prazo e USD 0,13/L no longo prazo. A biomassa estudada foi bagaço e palha de cana-
de-açúcar. A base de custo de produção de etanol atual considerada foi de USD 0,28/L. A 
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conversão cambial adotada aqui para essa comparação foi de R$ 3,90/USD, o mesmo valor 
adotado pela NovaCana (2016). O custo de produção da Raízen apresentada pela NovaCana 
foi estimado, visto que não há informações oficiais da própria Raízen, assim como da Granbio.  
 
Pode-se inferir, baseado no estudo de Milanez et al. (2015), que os valores 
apresentados pela NovaCana estão subestimados, visto que o custo de produção de E2G da 
Raízen é inferior ao valor base do custo de produção de etanol de primeira geração. No 
entanto, os dois estudos em conjunto fornecem diretrizes bases e horizontes para o fomento 
do avanço tecnológico necessário para a viabilização do E2G. 
 
2.8.1. Biomassa lignocelulósica 
 
Segundo Fengel (1989) citado por Dias (2008), a celulose é definida como polímero 
natural de cadeia linear constituído por unidades de glicose unidas por ligações etéreas do 
tipo β (1 ⇾4) que são formadas a partir da eliminação de uma molécula de água a partir de 
hidroxilas dos carbonos 1 e 4 de duas unidades de glicose. A unidade repetitiva da celulose é 
a celobiose definida pela fórmula geral (C6H10O5)n. As hemiceluloses ou polioses estão 
estruturalmente relacionadas à celulose e são depositadas nas células anteriormente à 
lignina. As hemicelulose são compostas por açúcares hexoses e pentoses, de ácidos urônicos 
e desoxi-hexoses. A lignina é composta por unidades de fenilpropano que formam uma 
molécula tridimensional e amorfa, responsável por fornecer resistência mecânica às plantas e 
pode ser utilizada como combustível e matéria-prima para produção de outros produtos 
químicos. 
 
Alonso et al. (2010) reportou uma composição típica de materiais lignocelulósicos 
em 40 a 50% de celulose, 25 a 35% de hemicelulose e 15 a 20% de lignina (Figura 2.16). Rocha 
(2012) determinou a composição de 20 amostragens de bagaço in natura de cana-de-açúcar 
de diferentes usinas brasileiras e obteve-se a composição média de: 43% de celulose, 25% de 
hemicelulose, 23% de lignina, 3% de cinzas e 4% de extrativos. Taupier (1999) determinou a 
composição bagaço de cana-de-açúcar de: 55 a 60% de fibras, 30 a 35% de medula, 10 a 15% 
de cinzas e extrativos, 2 a 3% de sólidos solúveis e 48 a 52% de umidade.  
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Figura 2.16 Composição típica de materiais lignocelulósicos (ALONSO et al., 2010) 
 
2.8.2. Processo de etanol de 2G 
 
Segundo Dias et al. (2012) uma planta de etanol de segunda geração (E2G) é 
economicamente viável quando integrada à uma planta de etanol de primeira geração (E1G) 
em que a matéria-prima está disponível e há compartilhamento de equipamentos existentes, 
como a unidade de concentração de caldo, fermentação, destilação e geração de energia. Na 
Figura 2.17 está apresentado um diagrama de blocos de um processo de etanol de segunda 
geração integrada à usina de primeira geração que produz açúcar, etanol e eletricidade 
(E1G2G). A rota apresentada é de correntes separadas, de açúcares C5 (hidrolisado 
hemicelulósico rico em xilose) e C6 (hidrolisado celulósico rido em glicose). Emprega-se, assim, 
micro-organismos distintos, um OGM (organismo geneticamente modificado) para conversão 
de C5 e outra, levedura Saccharomyces cerevisiae para conversão de C6. A corrente de C6 
integra-se ao processo existente na área de tratamento de caldo em que será submetida às 
etapas de aquecimento, decantação, concentração e fermentação juntamente com o caldo e 
melaço. 
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Figura 2.17 Diagrama de blocos do processo de etanol de segunda geração integrado à usina de 
açúcar, etanol e eletricidade (adaptado de Dias et al. 2012)  
 
A planta de etanol de segunda geração utiliza bagaço da usina de primeira geração 
e palha. A estrutura altamente cristalina da celulose e a presença de lignina dificultam a 
acessibilidade das enzimas para hidrolisar a celulose, logo é necessário um pré-tratamento 
para desconstruir a estrutura cristalina e remover a lignina expondo as moléculas de celulose 
à ação enzimática. Quanto a fração de hemicelulose, ela é facilmente hidrolisada durante o 
pré-tratamento por tratar-se de uma estrutura amorfa de fácil acesso à ação de calor, pressão 
e reagentes químicos (OGEDA; PETRI, 2010). 
 
Segundo Rabelo (2010) o propósito do pré-tratamento é remover a lignina e a 
hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material. Um 
processo eficaz atende os seguintes requisitos: (1) Elevada formação de açúcares ou promover 
a subsequente conversão a açúcares na etapa de hidrólise enzimática; (2) Evitar a degradação 
ou perda de carboidratos; (3) Evitar a formação de subprodutos inibidores aos subsequentes 
processos de hidrólise e fermentação; e (4) ter custo-benefício tangível.  
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Os tipos de processos de pré-tratamento que têm sido estudados são: físico, físico-
químico, químico e biológico (SUN e CHENG, 2002). O pré-tratamento deve aumentar a 
exposição das fibras de celulose, visto que a celulose em materiais lignocelulósicos encontra-
se recalcitrante à ação hidrolítica, resultando em processos lentos de conversão. Os processos 
de pré-tratamento de materiais lignocelulósicos revisados por Singh; Suhag; Dhaka (2015) são: 
 
 Explosão a vapor (Steam explosion): há um rápido aquecimento com vapor 
saturado a alta pressão em um determinado tempo de residência seguida de 
uma súbita descompressão que causa uma explosão provocando a expansão 
da matriz lignocelulósica com a ruptura da estrutura da parede e separação das 
fibras. Durante o pré-tratamentos, as hemiceluloses são hidrolisadas em ácidos 
orgânicos como ácido acético que por sua vez hidrolisa os polímeros de xilana 
em xilose e oligômeros de xilose. Nesse processo ocorre também a 
solubilização parcial da lignina. Os melhores parâmetros encontrados foram de 
270°C/ 1 min. e 190°C/ 10 min.; os quais produziram acessos às enzimas na 
sacarificação enzimática. Há as variações do explosão a vapor, por exemplo, 
catalisada com ácido que aumenta a solubilização da hemicelulose, mas 
aumenta a produção de outros compostos. 
 Tratamento ácido: é um dos métodos mais utilizados. O ácido solubiliza a 
hemicelulose aumentando a acessibilidade das enzimas. Degrada menos os 
açúcares e lignina, sendo o ácido sulfúrico o mais utilizado. A temperatura 
ótima sugerida é de 170°C durante 30 min. Esse processo requer equipamentos 
resistentes e possui um custo de operação mais alto em comparação ao steam 
explosion. 
 Tratamento alcalino: o hidróxido de sódio a 3% mostrou bons resultados 
provavelmente devido ao aumento da área superficial, redução da 
polimerização e da cristalinidade, ruptura da ligação entre a lignina e os 
carboidratos e fragmentação da lignina. A temperatura e pressão são menores 
que os demais pré-tratamentos. Entretanto, ocorre pouca recuperação da 
fração de hemicelulose. 
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O pré-tratamento hidrotérmico a elevada temperatura e pressão tem sido 
utilizado com êxito também. A água a alta temperatura, hidrolisa as hemiceluloses pela 
liberação do ácido acético (Wolf (2011), Silva et al. (2011), Da Silva et al. (2016)).  
 
Esses processos citados apresentam desvantagens em relação ao pós-
condicionamento dos materiais. Por exemplo, após o pré-tratamento ácido, é necessário 
neutralizar o hidrolisado hemicelulósico para posterior fermentação, também é necessário 
neutralizar a fração sólida, celulignina, para posterior hidrólise enzimática. Já a desvantagem 
do steam explosion está relacionada aos requisitos construtivos necessários dos 
equipamentos e seus periféricos para suportar alta pressão e súbita descompressão.  
 
Após o pré-tratamento, no processo em que as correntes de ricas em açúcares de 
pentoses e hexoses são separadas, SHF (Separate Enzymatic Hydrolysis and Fermentation), 
ocorre a separação da fase solubilizada, chamada de licor de pentoses ou hidrolisado 
hemicelulósico, que corresponde à fração de hemicelulose hidrolisada a xilose 
principalmente. A fração de celulose é hidrolisada seguida de fermentação. Essa rota será a 
base para o desenvolvimento deste trabalho. Outra rota é SSF (Simultaneous Saccharification 
and Fermentation) também com a separação do hidrolisado hemicelulósico, seguida de 
hidrólise e fermentação simultânea. A variação desse processo é com temperaturas diferentes 
em cada fase do processo (NSSF – Nonisothermal Simultaneous Saccharification and 
Fermentation). E finalmente a rota SSCF (Simultaneous Saccharification and Co-fermentation) 
em que não há separação de fase após o pré-tratamento. Um único micro-organismo é usado 
para sacarificar a celulignina, fermentar pentoses e hexoses (TAHERZADEH; KARIMI, 2007). 
 
Após a separação, a fase sólida do pré-tratamento correspondente à fração rica 
em celulose chamada de celulignina pode ser submetida à um tratamento para remover a 
lignina por um processo de deslignificação, por exemplo deslignificação alcalina com hidróxido 
de sódio (Silva et al. (2011), Oliveira et al. (2014)) para aumentar a ação das enzimas, uma vez 
que as enzimas adsorvem na lignina. Santucci et al. (2015) investigaram diferentes 
temperaturas e tempos de residência de pré-tratamento hidrotérmico. O material pré-tratado 
foi lavado com água até atingir pH constante. Esse trabalho mostrou que altas temperaturas 
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(190°C) solubilizam 50% da hemicelulose e nessa condição, menor tempo de residência é 
necessária. No entanto, não há diferença significativa para solubilização de lignina e celulose.  
 
O processo de hidrólise ou também chamada de sacarificação enzimática consiste 
no uso de complexos enzimáticos compostos por: 
 
 Endoglucanases ou endo-1,4, β-glucanases, exoglucanases que quebram 
as ligações glicosídicas das cadeias de celulose criando novos terminais; 
 Exo-1,4-β-D-glucanases ou celobio-hidrolases, responsáveis pela ação nos 
terminais levando à celobiose; 
 1-4-β-D-glucosidades que hidrolisam a celobiose à glicose.  
 
Uma das principais fabricantes de complexo enzimático para hidrólise de materiais 
lignocelulósicos em escala comercial é a empresa dinamarquesa Novozymes. Os complexos 
enzimáticos Cellic®CTec2 e HTec2 são as enzimas eficazes para a hidrólise de diversos 
materiais lignocelulósicos. A principal característica da Cellic®CTec2 é a elevada presença de 
β-glucosidades e celulases, mas também possui hemicelulases. As condições recomendadas 
são 45-60°C e pH de 5-5,5. A Cellic HTec2 possui endo-xilanases de alta especificidade à 
hemicelulose, as condições recomendadas são 45-50°C e pH de 5 (NOVOZYMES, 2010).   
 
2.8.3. Rendimento do processo E2G 
 
Silva et al. (2011) avaliou o processo E2G experimentalmente com a produção de 
hidrolisados hemicelulósico e celulósico a partir de pré-tratamento hidrotérmico do bagaço 
de cana-de-açúcar a 190°C, 10 min., 10% de sólidos em que obteve um rendimento de 0,517 
kg de celulignina/kg bagaço, sendo que a quantidade de celulose correspondia a 60,8 kg de 
celulose/100 kg de celulignina. A corrente sólida de celulignina foi lavada com 60 L de água 
até atingir pH constante. A hidrólise da celulignina foi realizada com complexo enzimático 
comercial Celluclast (15 FPU/g) e Novozym 188 (10 IU/g) a 45°C durante 42 horas que resultou 
em um rendimento de 0,66 kg de glicose/kg de celulose, sendo o valor teórico de 1,11 kg/ kg. 
O hidrolisado hemicelulósico após o pré-tratamento não foi fermentado. 
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Para fins de cálculo do rendimento global do processo E2G, foram assumidos 
valores de conversão nas duas correntes ricas em açúcares. Adotou-se a base de cálculo de 1 
kg de bagaço em base seca.  
 
A recuperação de açúcares fermentescíveis na corrente do hidrolisado 
hemicelulósico considerada foi de 70,4 kg/kg bagaço, eficiência de 80% na etapa de 
detoxificação e um rendimento de 80% na fermentação. Portanto, resultou na produção de 
29,17 L de etanol a partir das hemiceluloses, como representado pela Equação 2.20. 
 
70,4 kg ART C5
1 t bagaço
.0,80.
0,511 kg etanol
kg ART C5
.0,80= 
23,02 kg etanol 1 t bagaço⁄
0,7893 kg etanol L etanol⁄
= 
29,17 L etanol
1 t bagaço
 
(2.20) 
 
Da mesma forma, adota-se um valor usual de rendimento da fermentação de 
hidrolisado celulósico recuperado após a hidrólise de 90%. Assim, resulta na produção de 
120,88 L de etanol a partir da celulose, como representado pela Equação 2.21. 
 
517 kg celulignina
1 t bagaço
.
60,8 kg celulose
100 kg de celulignina
.
1,11 kg glicose
kg celulose
.0,5946=
207,46 kg de glicose
1 t bagaço
 
 
207,46 kg de glicose
1 t bagaço
. 
0,511 kg etanol
kg glicose
.0,90=
95,41 kg etanol 1 t bagaço⁄
0,7893 kg etanol L etanol⁄
= 
120,88 L etanol
1 t bagaço
 
(2.21) 
 
Total= 
150,05 L etanol
1 t bagaço
. 0,995= 
149,30 L etanol
1 t bagaço
.
140 kg bagaço
1 t cana
1000⁄ = 
20,9 L etanol
1 t cana
 
(2.22) 
 
Logo, a expectativa de produção total é de 150,05 L de etanol/t bagaço. 
Assumindo-se uma eficiência de destilação de 99,5%, recupera-se então 149,30 L de etanol/t 
bagaço. Baseado no valor típico de 140 kg de bagaço por tonelada de cana-de-açúcar, chega-
se a produção específica de 20,9 L de etanol/t cana a partir de bagaço, como mostra a Equação 
2.22.  
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Somando-se à produtividade atual de uma destilaria convencional de 85 L/t cana 
(MILANEZ et al., 2015), resultarão em um aumento para 105,9 L/t cana. Dessa forma, espera-
se um aumento da produtividade de etanol em 24,6%, sendo 19,8% correspondente à fração 
oriunda da conversão de celulose e 4,8% correspondente à fração de hemiceluloses. É um 
aumento bastante significativo sem expansão da área agrícola no atual estágio de 
desenvolvimento do E2G. 
 
Este valor é bem próximo ao valor apresentado no estudo do CGEE (2009), 
correspondente a 149,3 L de etanol/t bagaço. Assim, o valor obtido aqui nessa avaliação está 
bem fundamentado, uma vez que foram baseados em dados experimentais atuais. Ressalta-
se que o menor rendimento está na hidrólise enzimática, de 59,9% e atribui-se principalmente 
à inacessibilidade das enzimas às cadeias de celulose. Outro entrave é a corrente de 
hemiceluloses. Uma significativa fração é convertida em outros produtos como ácido acético 
e furfural. Além disso, o rendimento de sua fermentação é baixo, nesse caso foi estimado em 
80%, enquanto que a fermentação de hexoses corresponde a 90%. 
 
É importante citar o estudo realizado por Milanez et al. (2015) no qual avaliou que 
a produtividade poderá alcançar até 108,6 L/t cana no curto prazo, 121,9 L/t cana no médio 
prazo e 124,6 L/t cana no longo prazo, através do amadurecimento tecnológico, otimização 
de processos, novas biomassas, sistemas mais eficientes entre outros avanços. Nesta 
expectativa, a demanda interna de etanol em 2023 seria plenamente atendida. De acordo com 
os dados apresentados anteriormente pela Figura 2.1, a projeção da demanda brasileira de 
etanol em 2023/24 será 50% maior que a demanda atual, devido principalmente ao aumento 
da frota de veículos no mercado interno. 
 
2.8.4. Subprodutos inibitórios  
 
Os principais subprodutos inibidores para a fermentação são gerados ou liberados 
durante o pré-tratamento, sendo que os principais são ácido acético, furfural e 
hidroximetilfurfural (HMF). Outros componentes fenólicos também são gerados pela 
degradação da lignina e extrativos (JÖNSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013). Atualmente, 
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os inibidores são os principais responsáveis pelo entrave técnico para aumentar a 
porcentagem de sólidos nas reações e, assim elevar a concentração dos açúcares para gerar 
um vinho de maior título. Além de prejudicarem o metabolismo dos micro-organismos nas 
fermentações e inibições das enzimas na hidrólise enzimática (JÖNSSON; MARTÍN, 2016). 
 
Fireoved e Mutharasan (1986) relataram que uma das desvantagens da hidrólise 
ácida é a formação de subprodutos que inibem o crescimento celular e a produção de etanol 
em leveduras, principalmente furfural, hidroximetilfurfural (HMF), ácido fórmico e ácido 
levulínico. 
 
Segundo Taherzadeh et al. (1999), furfural e HMF são formados pela 
decomposição de pentoses e hexoses devido à desidratação por catálise ácida. A formação de 
subprodutos depende da temperatura e da concentração de ácidos empregados. O ácido 
acético é liberado durante a hidrólise do grupo acetil das hemiceluloses, segundo Lawford e 
Rousseau (1993), citado por Taherzadeh et al. (1999). Os principais efeitos inibitórios do 
furfural (ROSSELL, 2005) aos micro-organismos na fermentação alcoólica são: diminuição da 
taxa específica de crescimento, diminuição da produtividade volumétrica ou específica de 
etanol, e redução de síntese de biomassa. 
 
Taherzadeh (1999) observou que o ácido acético em baixa concentração (1,0 g/ L) 
favorece a formação de etanol, reduz a produção de células e glicerol e seu efeito inibitório 
pode ser atenuado pelo controle de pH.  Entretanto, em alta concentração de ácido acético 
na forma não dissociada (acima de 5 g/L) foi observado uma elevada inibição.  Para o furfural, 
o autor observou que em fermentação batelada há uma forte inibição no início até sua 
conversão a álcool furfurílico e ácido furóico. Já para a fermentação contínua, houve pouca 
inibição ao furfural, pois é continuamente alimentado a uma baixa concentração. Uma 
observação do autor é que não se pode esquecer que há possibilidade das leveduras se 
adaptarem ao furfural na fermentação contínua. 
 
Sanchez e Bautista (1988) reportaram que o furfural e HMF podem ser assimilados 
pelas S. cerevisiae e C. guillermongii. A inibição de crescimento para a C. guillermongii por 
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furfural foi significativo em concentrações acima de 1 g/L. A inibição por HMF para o mesmo 
micro-organismo é significante a 1,5 g/L. Para a S. cerevisiae não houve inibição com HMF, 
entretanto houve um acréscimo da fase de latência.  
 
Palmqvist et al. (1999) verificou que a velocidade específica de crescimento 
decresce na presença de furfural (até 3,0 g/L), e em conjunto com o ácido acético (até 10 g/ 
L) há uma interação negativa no crescimento celular e na produtividade de etanol.   
 
Delgenes et al. (1996) observou que a Saccharomyces cerevisiae é 
significantemente inibida no crescimento celular e fermentação alcoólica, pelo furaldeído (0,5 
a 2,0 g/ L), hidroximetilfuraldeído (1,0 a 5,0 g/ L) e vanilina (0,5 a 2,0 g/ L). O acetato (5,0 a 
15,0 g/L) é o componente presente em licores hidrolisados menos inibitório comparado com 
os demais citados anteriormente.  
 
Martín et al. (2007) utilizaram licores hidrolisados de bagaço de cana-de-açúcar 
no trabalho para avaliar a tolerância aos inibidores por cepas de leveduras Saccharomyces 
cerevisiae adaptadas aos inibidores e geneticamente modificadas para expressar xilose 
redutase e xilitol dehidrogenase provenientes de Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis). A 
composição do licor hidrolisado obtido por pré-tratamento steam explosion catalisada com 
H2SO4 e hidrólise enzimática, obtida apresentava 25,5 g/L de glicose, 4,9 g/L de xilose, 4,5 g/L 
de furaldeídos (furfural e HMF), 10,1 g/L de ácidos alifáticos (ácido fórmico, ácido acético e 
ácido levulínico) e 2,8 g/ L de fenóis. As leveduras adaptadas e modificadas converterem os 
inibidores furfural e HMF em álcool furfurílico duas vezes mais rápida que com leveduras não 
adaptadas, mostrando que as leveduras adaptadas se tornaram mais resistentes. 
 
Rumbold et al. (2009) verificou que 2,1 g/L de ácido acético em licores hidrolisados 
de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratados hidrotermicamente seguida de hidrólise ácida é 
inibitório. Já em licores hidrolisados por enzimas, as concentrações são de 0,41 g/ L de furfural, 
0,07 g/ L de HMF e 2,6 g/ L de ácido acético. Os mesmos autores relataram que os principais 
compostos inibidores encontrados em alta concentração são ácido acético, furfural e HMF. O 
efeito inibitório é mais pronunciado com furfural na concentração de 0,5 a 2,0 g/L.  
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CAPÍTULO 3 
 
ABORDAGEM INICIAL DA FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA  
 
 
Este capítulo apresenta a abordagem inicial da fermentação alcoólica realizada 
para o desenvolvimento experimental deste trabalho. Foi proposto e validado um set up 
experimental para o estudo de fermentação alcoólica com reciclo de células que resultou em 
uma publicação na revista Chemical Engineering, 32, 1369-1374, 2013, DOI: 
10.3303/CET1332229 sob o título “A procedure for estimation of fermentation kinetic 
parameters in fed-batch bioethanol production process with cell recycle”. Uma ferramenta 
analítica de monitoramento de atividade de leveduras foi testada e os resultados foram 
apresentados no XXVIII ISSCT Congress e publicado na revista Proc. Int. Soc. Sugar Cane 
Technol., Vol. 28, 1391-1400, 2013. Os dois trabalhos estão apresentados adiante. Também 
foram previamente investigados o efeito do ácido acético e furfural em fermentação alcoólica 
com meio sintético e real, com a cepa de levedura eleita neste trabalho.  
 
 
3.1. Introdução 
 
O desenvolvimento e validação da configuração experimental para o 
levantamento de dados experimentais deste trabalho foi uma etapa importante para a 
introdução do Laboratório de Fermentação Alcoólica no CTBE, recém-inaugurada. 
 
Um novo processo ou tecnologia em bioprocessos é testada primeiramente em 
escala de laboratório ou bancada para reproduzir condições similares ao processo industrial, 
cujo objetivo é testar a robustez e estabilidade desse novo processo ou produto, nova cepa 
isolada ou novo micro-organismo modificado, e desenvolver soluções para os entraves 
técnico-econômicos. 
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As configurações empregadas em experimentos de bancada dependem do estágio 
de desenvolvimento do produto ou do processo. São eleitos, preferencialmente, sistema 
batelada e batelada alimentada. Entretanto, não se exclui a configuração contínua. A 
fermentação em batelada pura tem sido aplicada para obter as primeiras informações 
cinéticas fundamentais, para analisar o comportamento do micro-organismo frente à 
ampliação de escala, tensão de cisalhamento, inibições por substrato, células ou produtos. 
Essas primeiras informações norteiam a configuração do processo para sua validação e 
otimização. Quando essas informações são bem conhecidas, o objeto de pesquisa é testado 
na configuração batelada alimentada mimetizando um processo industrial em que altas 
produtividades e conversões são alcançadas.  
 
3.2. Materiais e Métodos 
 
São descritos materiais e métodos dos experimentos de investigação dos 
inibidores. 
 
De acordo com o levantamento bibliográfico, os principais potenciais inibidores 
para fermentação presentes no hidrolisado celulósico são ácido acético, HMF e furfural. Esses 
dois aldeídos furânicos apresentam propriedades e efeitos similares, dessa forma, optou-se 
pelo furfural devido à sua disponibilidade no laboratório.  
 
A investigação dos seus efeitos na fermentação alcoólica foi realizada com 
substrato formulado com xarope de cana-de-açúcar e em meio sintético com a adição de ácido 
acético e furfural em concentração conhecida em frascos Erlenmeyer.  
 
3.2.1. Micro-organismo 
 
Em todo o trabalho foi utilizada a cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae 
doada gentilmente pelo prof. Francisco Maugeri Filho do Laboratório de Engenharia de 
Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, originária e isolada da 
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Usina Santa Adélia (Jaboticabal, São Paulo). A cepa originária corresponde à SA1. Foi realizada 
uma análise de cariotipagem que mostrou ser uma cepa originária da linhagem SA1. Uma 
cultura estoque pura foi realizada mantendo-se sob criogenia a - 80 °C em um ultrafreezer 
Revco Value Plus (Thermo Scientific, EUA) em criotubos contendo meio YPD (10 g/L extrato 
de levedura, 20 g/L peptona e 20 g/L glicose) e 30 % de glicerol (v/v).  
 
3.2.2. Cultivo 
 
Foi realizado uma propagação celular única para os experimentos de investigação 
dos efeitos inibitórios de furfural e ácido acético em frascos. A Figura 3.1 ilustra o 
procedimento de propagação. A cultura estoque foi reativada em meio pré-inóculo por 24 
horas e em seguida transferiu-se uma alíquota para o meio inóculo que foi incubado por 12 
horas e após, foi transferido ao biorreator para propagação em batelada alimentada em 12 
horas. 
 
 
Figura 3.1 Ilustração do procedimento de propagação celular 
 
As fases de pré-inóculo e inóculo foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 500 
mL ou 1000 mL, com volume útil de 100 ou 200 mL, respectivamente, e incubadas em um 
incubador orbital Innova 44 (New Brunswick, EUA) a 250 rpm e 33 °C. Após o período de 
incubação, o inóculo foi centrifugado a 6.000 rpm (6675,2 x g), 15 min e 4°C em uma centrífuga 
Avanti J-26 XP (Beckman Coulter, CA, EUA) com rotor JLA-10500. O pellet foi diluído com água 
potável estéril e transferido de maneira asséptica ao biorreator estéril. 
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O meio do pré-inóculo YPD foi formulado com 10 g/L extrato de levedura, 20 g/L 
peptona e 20 g/L glicose. O meio do inóculo foi formulado com: 2,3 g/L de ureia ((NH2)2CO), 
6,6 de K2SO4, 3,0 g/L de KH2PO4, 0,50 g/L de MgSO4.7H2O, 1.0 g/L de CaCl2.2H20, 5,0 g/L de 
extrato de levedura, 0,3 mg/L de oligoelementos e 80,0 g/L de açúcares. A fonte de açúcares 
empregada foi xarope de cana-de-açúcar da Usina da Pedra (Serrana, São Paulo). A solução 
de oligoelementos foi formulado com 15,0 mg/L de EDTA, 4,5 de ZnSO4.7H2O mg/L, 0,3 mg/L 
de CoCl2.6H2O, 0,84 mg/L de MnCl2.4H2O, 0,3 mg/L de CuSo4.5H2O, 3,0 mg/L de FeSO4.7H2O, 
0,4 mg/ L de NaMoO4.2H2O, 1,0 mg/ L de H3BO3 e 0,1 mg/ L de KI (BASSO, 2011).  
 
A multiplicação de células foi realizada em um biorreator Bioflo 115 (New 
Brunswick, EUA) de 2 L, a 33°C com controle de DO (oxigênio dissolvido) em 30% em cascata 
com a agitação e vazão de ar, e ajuste de pH em 5,0 com H2SO4 0,4 M e KOH 0,4 M. Foi 
conduzida inicialmente em batelada por duas horas, e o tempo restante em batelada 
alimentada. O meio da batelada foi preparado com 4,5 g/L de DAP (fosfato diamônio) e 80 g/L 
de ART de xarope de cana-de-açúcar. O meio da batelada alimentada foi preparado com 4,5 
g/L de DAP e 150 g/L de ART de xarope de cana-de-açúcar. A alimentação foi limitada em 18 
g ART/L.h no meio reacional para minimizar a produção de etanol devido ao efeito Crabtree 
(BARFORD e HALL, 1979) e, assim, favorecer a multiplicação celular. 
 
Após o cultivo, o meio foi descarregado em um frasco Schott estéril. Sob o fluxo 
laminar, o meio do frasco foi transferido para as garrafas de 1L de centrifugação. Em seguida 
foi centrifugado na mesma centrífuga anterior com rotor JLA-9100 a 8.000 rpm (13225,3 x g) 
durante 20 minutos a 20°C. A fase líquida foi descartada e o pellet foi recuperado com auxílio 
de uma bagueta, diluindo-o em água potável estéril até concentração de células de 30 g/L 
(base seca). Essa suspensão de células (pé-de-cuba) foi mantida sob refrigeração até o 
momento das fermentações.  
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3.2.3. Fermentação Alcoólica 
 
A investigação do efeito do ácido acético e do furfural foi realizada em dois 
conjuntos de ensaios. Um primeiro conjunto com meio xarope com inibidores separadamente 
e, outro conjunto com meio sintético e os dois inibidores juntos. 
 
Todos os experimentos foram realizados em frascos Erlnenmeyer de 500 mL em 
um incubador orbital Innova 44 (New Brunswick, EUA) a 33 °C, 250 rpm com 250 mL de meio. 
 
O meio do primeiro conjunto, realizado em duplicata, foi formulado somente com 
80 g/L de substrato de xarope de cana-de-açúcar oriunda da Usina da Pedra (Serrana, São 
Paulo) com diferentes quantidades de ácido acético (até 15 g/L) e furfural (até 1,45 g/L).  
 
O meio do segundo conjunto foi formulado com 1,0 g/L de ureia ((NH2)2CO), 2,5 
g/L de K2SO4, 5,0 g/L de KH2PO4, 1,0 g/L de MgSO4.7H2O, 1,0 g/L de CaCl2.2H20, 6,0 g/L de 
extrato de levedura, e 80,0 g/L de glicose. A quantidade máxima adicionada foi de 1,86 g/L de 
ácido acético e 4,53 g/L de furfural. 
 
O pH foi ajustado em 5,0 com solução tampão de citrato de sódio para tamponar 
o meio e evitar a acidificação pelo ácido acético.  
 
3.2.4. Métodos Analíticos 
 
A concentração de células, em base seca, foi determinada por gravimetria em 
triplicata. As amostras de 1 mL foram volumetricamente transferidas aos tubos Eppendorf de 
2 mL previamente secas e pesadas (tara), centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 minutos. O 
clarificado foi separado para análises em HPLC. A fase depositada nos tubos correspondente 
às células, pellet, foi lavada duas vezes com água Milli-Q e em seguida, levadas a estufa de 
secagem a 80°C até atingir peso constante. 
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A determinação dos principais analitos foi realizada por cromatografia líquida de 
alta eficiência (HPLC) pela Central Analítica do CTBE. Os equipamentos e os métodos 
empregados foram: 
 
 Carboidratos e açúcares: sistema Agilent Infinity 1260 com detector IR a 50 °C, 
coluna Aminex HPX-87P 300 mm x 7,8 mm a 60 °C e fase eluente com água ultra 
pura Milli-Q a 0,5 mL/ min.  
 Os ácidos orgânicos, etanol e glicerol: sistema Dionex Ultimate 3000 com detector 
IR Shodex RI-101, coluna Aminex HPX-87H 300 mm x 7,8 mm a 50 °C e fase eluente 
com H2SO4 a 5 mM a 0,5 mL/ min. 
 Furfural, HMF, vanilina e ácidos hidroxibenzóico, vanilínico, siringico, P-coumárico 
e ferúlico foi realizada por um sistema Agilent Infinity 1260 com detector UV a 274 
nm, coluna, Acclaim 120 C18 150 x 4,8 mm a 25 °C e fase eluente com mistura de 
acetonitrila e água (1:8) com 8% de ácido acético. 
 
O rendimento fermentativo () foi calculado por estequiometria (Equação 3.1) e, 
produtividade de etanol (QP) através da Equação 3.2. 
 
η = 
massa de etanol produzido
massa de glicose consumida 
0,511
⁄  
(3.1) 
 
QP = 
P
V. t
 (3.2) 
em que P representa etanol produzido em massa, V é o volume final de vinho e t é o tempo 
da fermentação. 
 
3.3. Resultados e Discussão 
 
Investigação de ácido acético e furfural separadamente 
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São apresentados os resultados das fermentações com ácido acético e furfural. A 
fermentação com ácido acético foi de 12 horas, concentração inicial de células de 4,5 g/L e 
concentração inicial de açúcares de 80 g/L. Já a fermentação com furfural foi de 47 horas, 
concentração inicial de células de 1,0 g/L e concentração inicial de açúcares de 100 g/L. 
 
A Figura 3.2 apresenta rendimento ( e produtividade (Qp) de etanol em função 
da concentração de ácido acético. Observa-se um aumento de acima de 60% e QP acima de 
3 g/L.h nos experimentos com até 5 g/L de ácido acético. A partir dessa concentração houve 
um decréscimo de  e QP.  
 
 
Figura 3.2 QP e  em função da concentração de ácido acético 
 
 
Figura 3.3 µmax. exp. em função da concentração de ácido acético 
Capítulo 3: Abordagem inicial da fermentação alcoólica 100 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
A Figura 3.3 apresenta a velocidade máxima específica de crescimento 
experimental (µmax. exp.), que foi calculada por regressão linear do logaritmo neperiano da 
concentração de células em função do tempo. O ácido acético começou a interferir a partir de 
5 g/L e afetou a partir de 9 g/L.  
 
Os dados apresentados condizem com os resultados de outros autores. Baixas 
concentrações de ácido acético a pH de 5,5 não prejudicam o metabolismo e, ao contrário 
aumentam o rendimento (PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000). A inibição por ácidos fracos 
já foi extensivamente reportada por Warth (1988), Pampuhla; Loureiro-Dias (1989), Verduyn 
et al. (1992), Palmqvist; Hahn-Hägerdal (2000) entre outros. Os ácidos fracos inibem o 
crescimento microbiano por meio da difusão celular na forma dissociada desequilibrando o 
meio e prejudicando a síntese de enzimas.  Existem outras teorias para explicar a inibição 
pelos ácidos fracos, as células dispenderiam ATP até sua exaustão na tentativa de manter um 
pH intracelular apropriado. Outros defendem a teoria de acúmulo de ânion intracelular que 
impedem a atividade celular.  
 
Os perfis dos principais metabólitos, células, açúcares e ácido acético (adicionado) 
estão apresentados nas Figuras 3.4, 3.5 e 3.6 e correspondem ao branco (sem adição de ácido 
acético), 3,5 g/L e 11 g/L de ácido acético, respectivamente. Os dados dos demais 
experimentos estão no Apêndice A. Cabe observar que o ponto zero não corresponde 
exatamente ao tempo zero, pois, devido ao tempo de amostragem não foi possível retirar 
essas amostras ao mesmo tempo.  
 
Em todas as fermentações com ácido acético houve inversão da sacarose nas 
primeiras horas, e a glicose é preferencialmente consumida frente à frutose, como esperado. 
Pode-se dizer que o ácido acético não interferiu na membrana celular e, portanto, na enzima 
invertase. Comparando-se o perfil de etanol do experimento branco e com 3,5 g/L de ácido, 
nota-se que a presença de ácido acético beneficiou a velocidade de formação de etanol e não 
prejudicou o crescimento celular. A partir de 5 g/L de ácido acético há no crescimento e 
manutenção celular, e consequentemente prejudica a produção de etanol.  
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Figura 3.4 Perfil da fermentação sem adição de ácido acético (branco) 
 
 
Figura 3.5 Perfil da fermentação com adição de 3,5 g/L de ácido acético 
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Figura 3.6 Perfil da fermentação com adição de 11 g/L de ácido acético  
 
A Figura 3.7 apresenta  e Qp de etanol em função da concentração de furfural. 
Observa-se uma queda de inferior a 80% e QP inferior a 0,6 g/L.h a partir de 1,28 g/L de 
furfural, mostrando que as leveduras são menos tolerantes ao furfural quando comparado ao 
ácido acético.  
 
Figura 3.7 Produtividade e rendimento em função da concentração de furfural 
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A µmax. exp. calculada da mesma maneira anterior, foi praticamente igual em torno 
de 0,018 h-1 ± 0,003 nos experimentos de 0,0 a 1,39 g/L de furfural. Valor bem menor aos 
experimentos com ácido acético. No caso do experimento com 1,45 g/L de furfural não houve 
crescimento celular. 
 
O furfural é metabolizado pelas leveduras em condições anaeróbias e aeróbias, 
reduzindo-o a álcool furfurílico (PALMQVIST et al., 1999a). A reação ocorre entre o piruvato e 
o furfural (TAHERZADEH et al.,1999b). Entretanto, em alta concentração ocorre uma inibição 
do crescimento celular e aumenta o período da fase de latência na fermentação. Furfural 
diminui a formação de glicerol, através da redução da regeneração de NAD+. Elevada 
concentração de acetaldeído é excretada no início da fermentação que pode estar relacionada 
a diminuição de NADH na célula durante a redução do furfural (PALMQVIST et al., 1999a).  
 
Os resultados das fermentações com furfural são apresentados a seguir. Os perfis 
dos principais metabólitos, células, açúcares e furfural estão apresentados nas Figuras 3.8, 3.9 
e 3.10 e correspondem ao branco (sem adição de furfural), 1,28 g/L e 1,45 g/L de furfural, 
respectivamente. Esses três experimentos mostram o efeito do furfural. Os dados dos demais 
experimentos estão no Apêndice B. Os açúcares não foram totalmente consumidos no tempo 
de 47 horas devido à baixa concentração celular em torno de 1 g/L, mas que nesse caso não 
interferem as observações sobre o efeito do furfural no meio. 
 
A Figura 3.8 exibe um típico perfil de fermentação com caldo de cana-de-açúcar 
em batelada. Tem-se nitidamente a produção de etanol associado ao crescimento celular, 
taxas de produção de etanol e glicerol semelhantes, além disso, a sacarose foi invertida nas 
dez primeiras horas, e houve consumo preferencial de glicose em vez de frutose. 
 
Os perfis da Figura 3.9 são levemente diferentes da Figura 3.8. A taxa de produção 
de etanol e glicerol aumentam após o consumo de furfural. A Figura 3.10 confirma que o 
furfural em torno de 1 g/L altera o metabolismo de etanol e glicerol, não há produção de 
ambos. Além disso, há uma queda de células. Provavelmente devido à lise celular provocada 
pelo furfural. 
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Figura 3.8 Perfil da fermentação sem adição de furfural (branco) 
 
Figura 3.9 Perfil da fermentação com adição de 1,28 g/L furfural  
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Figura 3.10 Perfil da fermentação com adição de 1,45 g/L furfural  
 
Em 47 horas foram plaqueadas amostras em YPD e incubadas durante 48 horas. 
Não teve crescimento na fermentação com 1,45 g/L de furfural. As demais cresceram e os 
resultados estão apresentados na Tabela 3.1. Infere-se que as leveduras no experimento com 
1,45 g/L estavam inviáveis desde as primeiras horas, pois os perfis não alteraram após o 
segundo ponto (Figura 3.10). Mas a enzima invertase esteve ativa nesse período, pois toda 
sacarose foi invertida a glicose e frutose. 
 
Tabela 3.1 Células viáveis em 47 horas de fermentação 
Concentração de furfural (g/L) Células viáveis (FPU/mL) 
0,0 4E+07 
0,84 2E+07 
1,28 3E+07 
1,39 2E+07 
1,45 0 
 
Portanto, o ácido acético e furfural são inibitórios à fermentação alcoólica 
convencional com caldo de cana-de-açúcar e levedura Saccharomyces cerevisiae cepa 
comumente empregada nas usinas. Os resultados sugerem que a tolerância individual é de 
até 5,0 g/L de ácido acético e 1,28 g/L de furfural.  
Investigação de ácido acético e furfural 
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Foram realizadas três fermentações para avaliar o efeito combinado do ácido 
acético e furfural em meio sintético. As concentrações empregadas estão apresentadas na 
Tabela 3.2  
 
Tabela 3.2 Concentração de inibidores no meio de fermentação  
Experimento Ácido acético (g/L) Furfural (g/L) 
1 1,55 0,86 
2 1,86 4,53 
3 0,00 2,71 
 
São apresentados os perfis de fermentação através das Figuras 3.11, 3.12 e 3.13. 
O álcool furfurílico foi determinado por HPLC para melhor compreender o mecanismo da 
interferência do furfural nos experimentos. 
 
O furfural é reduzido pela enzima álcool desidrogenase da mesma forma que o 
acetaldeído é reduzido à etanol (Equação 2.3) já descrito por Kang; Okada (1973) citado por 
Taherzadeh (1999b). A Equação 3.1 descreve a redução do furfural à álcool furfurílico pela 
enzima álcool desidrogenase. Isto esclarece a redução da taxa de produção de etanol quando 
na presença de furfural que é preferencialmente reduzido frente ao acetaldeído. 
 
CH4H3O-CHO + NADH +H
+ 
álcool
desidrogenase
→        CH4H3O-CH2OH + NAD
+ 
(3.1) 
 
A concentração de células inicial foi em torno de 6 g/L e a concentração inicial de 
glicose foi em torno de 110 g/L. O tempo de fermentação foi de 8 horas.  
 
Houve total conversão da glicose no Experimento 1 com notadamente 
crescimento celular e produção de glicerol. O rendimento em etanol foi de 87%, um valor 
coerente nessas condições experimentais. Nota-se que após o consumo de furfural as taxas 
de crescimento e produção de etanol melhoraram. 
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Figura 3.11 Perfil da fermentação do Experimento 1 (1,55 g ác. acético/L; 0,86 g furfural/L) 
 
 
Figura 3.12 Perfil da fermentação do Experimento 2 (1,86 g ác. acético/L; 4,53 g furfural/L) 
 
No Experimento 2 verifica-se que ácido acético contribuiu para sobrepor a inibição 
pelo furfural uma vez que a concentração de furfural foi de 4,53 g/L, acima do valor 
investigado separadamente. 
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Figura 3.13 Perfil da fermentação do Experimento 3 (2,71 g furfural/L) 
 
Ainda no Experimento 2 (1,86 g ác. acético/L; 4,53 g furfural/L), observa-se que 
houve sobra de açúcar em 8 horas. Ou seja, seria necessário um tempo maior para ocorrer a 
total conversão de glicose. Verifica-se nitidamente a interferência do furfural até 4 horas na 
taxa de crescimento, produção de etanol e formação de glicerol. Observa-se que o ácido 
acético beneficiou o metabolismo da levedura para vencer a inibição pelo furfural. Mas 
também há outros fatos que contribuíram. Pois, no Experimento 3 também ocorreu 
fermentação com uma quantidade superior de furfural ao testado anteriormente com meio 
xarope (Figura 3.10). Provavelmente, o meio elaborado com uma variedade maior de sais, 
vitaminas e com extrato de levedura colaborou para metabolizar o furfural e, assim fermentar. 
Assim, a mesma inferência pode ser atribuída ao Experimento 2.  
 
A Figura 3.14 mostra a morfologia das células das amostras dos experimentos ao 
final de 8 horas de fermentação, em microscópio óptico com lente objetiva de 40x sem 
diluição das amostras. Todas apresentavam brotamento e floculação com flocos com mais de 
8 células. A floculação ocorre na tentativa de proteger-se de um ambiente inapropriado 
devido à presença de inibidores, contaminação bacteriana e ausência de nutrientes (LUDWIG; 
OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001). 
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Figura 3.14 Imagens por microscópio óptico com lente objetiva de 40x 
a) Experimento 1: 1,55 g ác. 
acético/L; 0,86 g furfural/L 
b) Experimento 2: 1,86 g ác. 
acético/L; 4,53 g furfural/L 
c) Experimento 3: 2,71 g               
furfural/L 
 
Uma forma para minimizar a fase de latência devido ao furfural é por meio da 
configuração da fermentação em batelada alimentada, em que o substrato é alimentado em 
um período de 4 a 6 horas. Essa estratégia colocaria as leveduras em contato com os inibidores 
de forma gradativa. A alta densidade celular também contribuiria para minimizar o tempo 
necessário de fermentação. 
 
3.4. Conclusão 
 
Conclui-se que o ácido acético e o furfural interferem no desempenho da 
fermentação a partir de 5 g/L e 1,28 g/L, respectivamente, e possuem efeitos combinados. 
Esses efeitos podem ser minimizados através do enriquecimento do meio pela adição de sais, 
vitaminas e extrato de levedura, e configurações de processo. O enriquecimento deve ser 
mínimo e a partir de fontes economicamente viáveis, para que o custo de produção do etanol 
de segunda geração seja competitivo como o etanol de primeira geração. Assim, o próximo 
passo foi investigar a fermentação com hidrolisado celulósico em biorreatores de bancada.  
 
Adicionalmente, o trabalho descrito neste capítulo contribuiu para a compreensão 
dos fenômenos, validação de métodos analíticos, prospecção de novas técnicas de 
monitoramento de processos, validação da cepa para o desenvolvimento experimental em 
biorreator.  
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3.5. Considerações finais 
 
Este capítulo abordou a fase inicial do trabalho experimental para o 
desenvolvimento do estudo científico da incorporação de uma nova corrente no processo de 
etanol proveniente de material lignocelulósico. Essa etapa foi fundamental para levantar as 
necessidades que facilitariam o monitoramento de processos fermentativos com resultados 
quase em tempo real para tornar o progresso experimental menos intuitivo e mais analítico. 
Portanto, foi constatado a necessidade de incorporar técnicas analíticas em tempo real e de 
fácil manuseio para monitorar e desenvolver bioprocessos. 
 
Baseado nos resultados apresentados, é possível eleger duas sugestões futuras: 
 
 A levedura Saccharomyces cerevisiae mostrou capaz de metabolizar furfural. 
Diante desse fato, essa rota bioquímica poderia ser aplicada para detoxificar 
meios contendo furfural. Seria necessária uma avalição técnico-econômica 
para decidir a factibilidade em recuperar o álcool furfurílico; 
 Sugere-se o estudo da interferência do álcool furfurílico na destilação de 
vinho para recuperação de etanol.  
 
Os dois trabalhos citados anteriormente como parte integrante deste capítulo são 
apresentados. O trabalho “Biochemistry of alcoholic fermentation monitored by Nalco Yeast 
Activity Monitor” foi relevante para introduzir uma nova técnica (YAM – yeast activity monitor) 
para mensurar atividade das leveduras durante a fermentação. Pois é possível que as células 
não-viáveis, quantificadas via técnica convencional, não representem células mortas, mas sim 
células inativas devido, por exemplo, uma lesão superficial reversível na membrana celular. A 
desvantagem dessa técnica é o elevado custo do kit enzimático e, infelizmente, sua 
comercialização foi descontinuada no Brasil. O trabalho “A Procedure for Estimation of 
Fermentation Kinetic Parameters in Fed-Batch Bioethanol Production Process with Cell 
Recycle” mostra o set up experimental validado em biorreator de bancada para fermentação 
alcoólica com reciclo de células. Os resultados foram muito bem ajustados por um modelo 
cinético e rotina matemática desenvolvido por Rivera et al. (2007). 
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Abstract 
 
The yeast cells concentration in the fed batch alcoholic fermentation with cell recycle (Melle 
Boinot) is conventionally parameterized in 10% (v/v) in the Brazilian ethanol distilleries. This 
cell concentration represents the total cells amount including viable and non-viable cells, 
bacterial contamination and inert solids coming with the must. The yield of fermentation is 
associated with the consumption of the carbon source and conversion into ethanol. Thus, the 
presence of bacterial contamination and yeast death contribute to reduced ethanol yields. 
Currently, the yeast conditions in ethanol distilleries processes are supervised through cells 
counting by methylene blue staining technique through optical microscope. Count viable cells 
can be alive but they can be more or less active or inhibited by some stress factor and 
therefore it is not metabolizing sugars to ethanol. In contrast, the Nalco Yeast Activity 
Monitor™ (YAM) is a fast, sensitive and accurate tool that enables to identify abnormal 
fermentative conditions providing a better control in fermentative process. This technology 
was developed to detect yeast activity and cell vitality providing a healthier control in 
fermentative processes. Furthermore, process parameters can be optimized contributing for 
increase ethanol fermentative efficiency, reducing process variations due to high bacterial 
infection, flocculation or nutritional deficiency. It is also possible to correlate yeast activity and 
ethanol production.  In this context, the present work was conducted in Bioflo 115 bioreactor 
(New Brunswick Scientific) with 1.5 L useful volume in Melle-Boinot process using must from 
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sugarcane syrup and Saccharomyces cerevisiae yeast. Results of yeast activity using YAM were 
compared with ethanol production and Total Reducing Sugar (TRS) accumulated in the 
medium. It was observed that the specific yeast activities were correlated with sugar 
conversion rate to ethanol. Also it was possible to determine the end of fermentation 
according to fermentable sugars available in the must. 
 
Introduction 
 
Currently, the biochemistry in industrial bioprocesses is measured by methods 
such as light microscopy and viability staining, which presents difficulties and limitations in an 
industrial setting. Such difficulties include the inherent variability observed from the results 
collected by different people. This occurs due to factors such as the subjective nature of 
discriminating cells from non-living particles and classifying cells as either alive or dead based 
on a colored stain applied to the cells (Bradley, U.S. Pat. 2011/ 0207111).  
 
Nalco Yeast Activity Monitor ™ (YAM) technology is based on a reaction between 
a bio reporter molecule and yeast enzymes. After this reaction, a fluorescence signal is 
captured by a Nalco patented pen fluorometer and the signal is proportional to yeast activity 
in the sample in a specific time in the process (as higher is the signal detected in the 
equipment, higher is the yeast activity in the fermentative process). This tool enables to make 
fast changes in the process aiming to correct possible abnormal fermentative conditions. 
 
Fast and accurate acquisitions of the metabolic rate in industrial bioprocesses are 
among the advantages of YAM technology. Yeast activity results can be correlated to other 
information within an industrial processing plant. The fermentation yield can be optimized 
through improvements in must feeding and the final determination of all sugar consumption 
to prevent cells exposure in high ethanol medium (Ecolab, 2012). 
 
The main reason to monitor the yeast metabolic activity in Brazilian sugarcane 
mills during ethanol fermentation is the particularly process characteristic with high feed stock 
quality fluctuation.  
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In Brazilian ethanol distilleries, the fermentation in the presence of fluctuations in 
the quality of the raw material is among the main current problems related to process. Raw 
material used in ethanol production in most plants is a consequence of the production 
requirements controlled by the worldwide sugar market. Moreover, the quality of sugarcane 
juice may vary during the season depending on sugarcane variety, the harvest period, climate 
conditional, microbial (bacterial and native/ wild yeast) and juice extraction method.  
 
Ethanol fermentative process can be made using sugarcane juice or sugarcane 
molasses (available after sugar industrial process) or even mixture of both (juice plus 
molasses). Molasses differ from sugarcane juice for presenting higher nutrient content, salts 
and high non-sugar compounds. On the other hand, molasses presents a series of secondary 
products which may interfere in the fermentative process, such as: low-molecular-weight 
organic acids (lactic, acetic, formic and others), hydroxymethylfurfural (HMF), melanoidines 
and others. In consequence, yeast cells developed ability to withstand great biotic and 
extreme oscillations, resulting in yeast population adaptation/diversification (Andrietta et al., 
2011).  
 
Another important aspect relates to yeast physiology is correlated to yeast cell 
stress imposed by processes conditions such as high ethanol concentration exposure, high 
osmotic pressure (molasses), high temperature and acid treatment (low pH) in recycling yeast. 
In these conditions, the yeast viability may drop, glycerol production may increase, 
carbohydrates storage (glycogen and trehalose) in yeast biomass decreases (Basso et al., 
2011). In addition, bacterial contamination is a major drawback during industrial ethanol 
fermentation causing yield decrease, flocculation, foam formation and low yeast viability.  
 
Yeast flocculation causes impair centrifuge efficiency and excessive foam 
formation increase the production cost due to the use of antifoam. Furthermore, bacterial 
contamination reduces the yeast population by strongly inhibiting yeast metabolism due to 
lactic acid production (Oliva-Neto and Yokoya, 2001).  
 
This work focused on the YAM demonstration technology applied in fed batch 
alcoholic fermentation with cell recycle. A set of experiments was accomplished in laboratory 
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scale with bioreactor conducting with Saccharomyces cerevisiae yeast strain and must from 
sugarcane syrup, both from industrial mill.  
  
Material and methods 
 
Microorganism, media and cultivation 
The microorganism used was a strain of Saccharomyces cerevisiae cultivated in the 
Development Bioprocess Laboratory at CTBE and obtained from Faculty of Food Engineering/ 
State University of Campinas, originally coming from an industrial ethanol distillery. Strain was 
maintained on agar plates that contain in g L-1, 10.0 of yeast extract; 20.0 of peptone; 20.0 of 
glucose and 20.0 of agar.  The yeast biomass required to run the Melle- Boinot with cells 
recycle fermentation was obtained from cultivation after aerobic propagation of the yeast in 
bioreactor (Bioflo 115; New Brunswick Scientific) with 2.0 L useful volume. Previously, the 
inoculum was prepared in Erlenmeyer flasks with 200 mL useful volume incubated in the 
shaker (Innova 43; New Brunswick Scientific).  
 
To activated S. cerevisiae before start the propagation a pre-culture using the 
inoculum was done in a liquid medium with the same composition of agar plates (only without 
agar) during for 24 hours, 33°C and 250 rpm. After that ten percent of this pre-culture was 
transferred to growth medium which contained in g L-1, 2.30 of urea, 6.6 of K2SO4, 3.0 of 
KH2PO4, 0.5 of MgSO4, 1.0 of CaCl2, 0.3 mg l-1 of trace elements, 5.0 of yeast extract, 3.0  of 
thiamine and 80.0 of TRS from must. Trace elements were formulated with, in mg L-1, 15.0 of 
EDTA; 4.5 of ZnSO4.7H2O; 0.3 of CoCl2.6H2O; 0.84 of MnCl2.4H2O; 0.3 of CuSo4.5H2O; 3.0 of 
FeSO4.7H2O; 0.4 of NaMoO4.2H2O; 1.0 of H3BO3 and 0.1 of KI (Basso, 2011). This step was done 
batch wise for 24 hours, 33°C and 250 rpm.  After that the inoculum was centrifuged in a 
Sorvall centrifuge at 11,970 x g for 20 minutes, then the supernatant was discarded and the 
cells were suspended in sterilized water up to 200 mL and transferred to the bioreactor.  
 
The yeast cell cultivation was performed in bioreactor and maintained at 33°C, 0.5 
vvm (air volume flow per unit of liquid volume per minute), pH controlled at 5.0 dosing KOH 
(3.0 M) and operating in fed batch mode after second hour and employing the same growth 
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medium used in the previously step but TRS content of must raised to 150.0 g L-1.  Thereafter, 
yeast cell grow was centrifuged to separate the biomass from the growth medium supernatant 
in Sorvall centrifuge at 11,970 x g for 20 minutes, then the supernatant was discarded and the 
biomass was suspended in sterilized water (quantity sufficient for 500 mL) and transferred to 
the bioreactor for alcoholic fermentation.  
 
Alcoholic fermentation 
Alcoholic fermentations were performed in a bioreactor (Bioflo 115; New 
Brunswick Scientific) with 1.5 L useful volume. One third of the useful volume which 
represents treated yeast cells with sulfuric acid (pH around 3.0). 
 
The must for all seven cycles of alcoholic fermentations contained 192.0 g L-1 of 
TRS. Alcoholic fermentations were performed at 33°C, 100 rpm and pH maintained at 5.0 with 
KOH (3.0 M) during 4 hours. The batch feeding using must was performed in three hours (flow 
of 5.56 ml min-1) up to the final volume of 1.5 L and one more hour was maintained to uptake 
the accumulated sugar even though all sugar were consumed.  The fermented wine was 
centrifuged at 11,970 x g for 20 minutes in Sorvall centrifuge then the yeast was suspended 
with sterilized water and centrifuged again in the same condition above. The centrifuged yeast 
biomass was carried back to the bioreactor to treatment with sulfuric acid under pH of 3.0 and 
1.0 vvm (air volume flow per unit of liquid volume per minute) aeration during two hours. This 
treatment was performed before each fermentative cycle during yeast cell recycling in other 
words fermentation and yeast recover step and recycle was done for seven cycles. All must 
used in this work was from sugarcane syrup from da Pedra Mill (Serrana, São Paulo, Brazil). 
  
Analytical determinations 
The samples were withdrawn at regular intervals for metabolic yeast activity, yeast 
wet volume % and dry weight measurements and HPLC analyses such as ethanol, reducing 
sugars, glycerol and acetic acid. The metabolic yeast activity was measured immediately after 
sampling in the YAM analytical equipment which was calibrated according to YAM instruction 
manual. The YAM’s calibration is required to setup yeast activity in function of cells 
concentration. The yeast activity measurement was done according to YAM instruction 
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manual. All sample preparation steps occur on the digital balance by following the target 
weight values displayed on the user interface. First the container was placed in the analytical 
balance then approximately 0.3 g of fermentative sample was transferred by Pasteur’s pipette 
into the container. After that, YAM calculated the needed Solution 1 and the needed mass 
calculated was transferred. The need mass of Solution 2 is calculated and it was transferred. 
After the sample has been prepared, the YAM counts down for 20 seconds to allow enough 
time to mix the prepared sample and insert the YAM pen fluorometer probe. After the 
countdown, the YAM collects a series of four measurements over a two and half minute 
period. YAM’s monitoring is related to yeast metabolic activity. Yeast activity from YAM was 
divided by viable cells concentration to use as specific activity to compare the results from 
each fermentation cycle. 
 
Samples to perform analyses of TRS, ethanol, acetic acid, glycerol and yeast cell 
concentration in each time that yeast activity was monitored were collected and these 
parameters were analyzed. Sucrose, glucose and fructose were determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC) Agilent Infinity 1260 with IR detector 50C, Aminex 
column HPX-87P 300 mm x 7.8 mm at 60°C and 0.5 mL min-1 of ultrapure Milli-Q water as 
eluent phase. Ethanol, acetic acid and glycerol were determined by HPLC Dionex Ultimate 
3000 with IR detector Shodex RI-101, Aminex column HPX-87H 300 mm x 7.8 mm at 50°C and 
0.5 mL min-1 of sulfuric acid 5 mM as eluent phase. Dry weight of biomass were carried out in 
triplicate and determined gravimetrically after centrifuging, washing two times with water and 
drying at 80°C until constant weight in the analytical balance. Viable cells were counted with 
methylene blue staining technique (O’Connor-Cox et al., 1997) in Neubauer chamber during 
the same samples that yeast activity were measured. 
 
Results and discussion 
 
Cultivation 
According to Fig. 1 TRS were used to propagate cells (15.0 g L-1) in sufficient 
quantity to work high cells density in the alcoholic fermentation proposed even though 
ethanol was simultaneously produced (60.0 g L-1). This phenomenon occurred due to high TRS 
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concentration in the medium denoted as Crabtree effect (Deken, 1965) when in aerobic 
growth, the presence of high concentration of glucose results in a repression of an energy-
producing pathway by fermentation pathway. Fig. 1 shows ethanol production increasing 
during the cultivation and the specific activity measured in the YAM equipment. Moreover, 
metabolic activity decreased significantly when the carbon source was completely consumed. 
Acetic acid and glycerol concentration were 2.29 g L-1 and 5.07 g L-1 (data not show), 
respectively and cells viability was 100%. 
 
 
Fig. 1 - Data for S. cerevisiae cultivation in fed batch as from second hour. The experimental 
data are for concentrations of TRS (■); ethanol () and cells (►); specific activity (▲). 
 
Alcoholic fermentation 
The Fig. 2 presents de data from first fermentation cycle after propagation. At the 
end of this fermentative cycle, ethanol concentration was nearly 60.0 g L-1 (7.6 °GL) and 1.0 g 
L-1 of residual TRS. Specific activity measured by YAM at the beginning of must feeding cycle is 
low because TRS concentration is low not favoring ethanol production. After two hours of 
fermentation, YAM activity maximize, this is explained because TRS sugar strength is high, 
ethanol content is low and below inhibition levels and this condition promote the rate of 
ethanol production. At the end of fermentation, the concentration of TRS is depleted and 
ethanol production reached its highest level then YAM activity drops. Biomass concentration 
(data not show) in the end was 26.6 g L-1 and cells viability was 100%. Acetic acid and glycerol 
were produced in 0.45 g L-1 and 5.47 g L-1 respectively.  
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Similar results were obtained in the second fed batch fermentation cycle. Fig. 3 
shows that high yeast specific activity observed at initial fermentative period. The final ethanol 
concentration was 58.0 g L-1 (7.4°GL). Acetic acid and glycerol concentration were produced 
in 0.17 g L-1 and 4.71 g L-1, respectively. The yeast cell viability was 96% until third hour, after 
that, it decreased to 73%.  
 
  
Fig. 2 - Data for first fed batch fermentation experiment. The experimental data are for 
concentrations of TRS (■) and ethanol (); specific activity (▲). 
 
 
Fig. 3 - Data for second fed batch fermentation experiment with cells recycle. The 
experimental data are for concentrations of TRS (■) and ethanol (); specific activity (▲). 
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The specific activity in the second fed batch fermentative cycle was higher when 
compared with the first fermentative cycle experiment; probably the yeast was in transition 
pathway of respiration to fermentation. In addition, the highest activity in the second 
fermentation cycle occurred at first and a half hour after start feeding in contrast with first 
fermentation cycle where the highest activity peak occurred at the second hour. YAM can be 
used to monitor the end of carbon source according the Figs. 2 and 3 because the activities 
were noticeably decreased. Also, YAM can be used to establish the best must flow rate in the 
bioreactor during feeding time. 
 
 
Fig. 4 - Data for third fed batch fermentation experiment with cells recycle. The 
experimental data are for concentrations of TRS (■) and ethanol (); specific activity (▲). 
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Fig. 5 - Data for sixth fed batch fermentation experiment with cells recycle. The 
experimental data are for concentrations of TRS (■) and ethanol (); specific activity (▲). 
 
The must feeding in third fermentation (Fig. 4) appeared too high and cause 
decrease in sugar kinetic consumption reaching accumulated TRS up to 46 g L-1 and production 
of ethanol was 52.85 g L-1 in the fourth hour. Acetic acid and glycerol were produced in 0.16 g 
L-1 and 4.53 g L-1 respectively. The cells viability was 95% and a raise cell budding was observed 
from second hour reached 55% at fourth hour. Furthermore, seem that the specific activity is 
correlated with TRS concentration because data from specific activity are high in the presence 
of high TRS concentration in anaerobic condition. The same behavior was observed in the sixth 
fed batch fermentation cycle (Fig. 5) high TRS concentration and specific activity and 
decreasing rate of ethanol production in the fourth hour of fermentation. In this time the 
ethanol, TRS, acetic acid and glycerol were obtained, in g L-1, 42.82; 43.14; 0.16 and 4.18 
respectively. The cells viability observed was 93%.  
 
The fermentation yields were calculated by co products (Fingueirut, 2006) 
presented in the Fig. 6 are according to laboratory bioreactor that not set up to recovery the 
ethanol and co products loss in the condenser. The yields in the first and second fermentations 
were around of 86% in contrast with the third and sixth fermentations were less 75% due to 
high TRS concentration when the bioreactor was discharged that means impractical industrial 
scenery. Residual sugars that left in the wine when the bioreactor was discharged contributed 
0 1 2 3 4 5
0
10
20
30
40
50
60
70
 
Time (h)
C
o
n
ce
n
tr
at
io
n
 (
g
. 
L
-1
)
0
200
400
600
800
1000
1200
 S
p
ec
if
ic
 a
ct
iv
it
y
 (
ac
ti
v
it
y
. 
g
-1
 v
ia
b
le
 c
el
ls
)
Capítulo 3: Abordagem inicial da fermentação alcoólica 121 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
for the low fermentative yield. However, these data showed that it was possible to correlate 
specific activity, fermentation yield and TRS concentration. When during the fermentation the 
specific activity is high shows that yeasts were still working to produce ethanol.  
 
  
Fig. 6 – Correlation with specific activity (▲) and fermentation yield () calculated by co 
products in case of total TRS (■) consumption and not.  
 
Conclusion 
 
Monitoring the yeast activity by YAM monitor is a helpful tool to control ethanol 
Melle-Boinot fermentation process in industrial ethanol distilleries.  It represents an accurate 
measure of the physiological state of yeast during fermentation and yeast treatment. 
Furthermore, such information has a great potential to control the ethanol plant acting in 
must feeding and determining process conditions and the exhaustion of carbon source at the 
end of fermentation cycle. It also helps to overcome inhibitory effects coming from bacterial 
contamination, must inhibitors or processing conditions such as fermentation temperature or 
high ethanol strength inhibition.  
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The configuration of industrial fermentation in ethanol plants in Brazil is predominantly of the 
type fed-batch culture with cell recycle. In this operation mode, yeast is exposed through a 
long period to inhibitors, high cell concentration and fluctuations in the quality of the raw 
material, with impact on process kinetic and operating performance. In this context, for the 
implementation of suitable operational strategies, it is necessary to have kinetic models able 
to describe the process as realistically as possible. Bearing this in mind, in this work the kinetic 
of the alcoholic fermentation of sugarcane juice was studied in fed-batch fermentation with 
cell recycle. The accuracy of prediction of a mechanistic kinetic model is evaluated, not only 
by their precision in describing experimental observations, but essentially by the challenges 
involved in the estimation of their parameters. The model used to describe the fermentation 
provided a good prediction of concentration of cell, substrate and ethanol.  
 
 
1. Introduction  
 
Among all forms of ethanol production, the fermentation route using sugarcane 
as feedstock is the most economically profitable in Brazil. This fact is due to the geographic 
location, type of soil, variety of feedstock and possibility of nationwide cultivation (Basso et 
al., 2011). In fuel ethanol production industry, the fermentation is a biochemical process in 
which glucose, fructose and sucrose (from sugarcane juice and sugarcane molasses in varying 
proportion) is metabolized to ethanol by yeast Saccharomyces cerevisiae in large production 
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scale (500-3000 m3/day), which involve high volume fermentors. Yields around 90–92% of the 
sugar theoretical conversion to ethanol were achieved in the last decade (Della-Bianca et al., 
2012). The industrial fermentation process in Brazil is predominantly fed-batch culture with 
cell recycle, being that 70-80% of distilleries utilize this mode of operation (Brethauer and 
Wyman, 2010). In this configuration, 90-95% of the yeast cell is reused from successive 
fermentation (intensive recycling). This allows high cell densities inside the fermentors, which 
contributes to reduce the fermentation time to 6-11 h (Basso et al., 2008). Although cell 
recycling enables the adaptation of yeast to adverse process conditions, changes in the kinetic 
behavior of Brazilian dominant yeast follow an unknown mechanism. Furthermore, recent 
studies point out the existence of many characteristics of these strains that remain unknown. 
As a consequence, these yeasts cannot dominate the fermentors of all distilleries; in fact they 
may be implemented only in 60% of plants (Della-Bianca et al., 2013). Variations on kinetics 
could be result of inhibitors present in the reaction medium, which changes the yeast 
physiology. Also variations on the microorganism performance may be correlated to cell stress 
imposed by process conditions (high ethanol concentration, low pH, high temperature, 
medium acidification and osmotic stress, among others) and bacterial contamination. Another 
common source of kinetics fluctuation is related to the variability of feedstock quality. The 
sugarcane broth quality may vary during the season depending on sugarcane variety, harvest 
period, climate conditions and sugar cane juice extraction procedure (Junior et al., 2009). 
Nowadays, some improvements associated with this type of operation strategy, are required 
in industrial plants, when optimized operation is a target. Therefore, there is a demand for the 
development of models and procedures to describe the process in such way that process 
optimization, control and improved operation techniques may be used. The application 
considered in this work illustrates the usefulness of model-based methodology to describe the 
kinetics of a fermentation process. A methodology based on appropriate forms of kinetic rates 
and an optimization algorithm has been integrated to identify the kinetic parameters. As a 
consequence, an accurate mechanistic model was obtained, which provides a good 
description of fed-batch fermentative cycles. 
 
2. Experiments 
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Microorganism, substrate and culture conditions 
 
The Saccharomyces cerevisiae strain used in this work is an un-named strain 
cultivated in the Bioprocess Development Laboratory at CTBE and obtained from the Faculty 
of Food Engineering, State University of Campinas, originally coming from an industrial 
ethanol distillery. The strain was maintained on agar plates that were prepared per liter of de-
mineralized water: yeast extract, 10 g; peptone, 20 g; glucose, 20 g; and agar, 20 g. Before the 
inoculum preparation, three slopes from agar plate were transferred to liquid complex 
medium containing per liter of de-mineralized water: yeast extract, 10 g; peptone, 20 g; and 
glucose, 20 g. This step named pre inoculums, aimed cell activation that was performed in 
flask shaker culture for 24 hours at 33°C and 250 rpm. 
 
The complex medium used for inoculum and cultivation contained the following 
per liter of de-mineralized water: K2SO4, 6.6 g; KH2PO4, 3 g; MgSO4, 0.5 g; CaCl2.2H2O, 1.0g;  and 
yeast extract, 5.0 g. After autoclaving at 121°C for 15 min, the medium was cooled to room 
temperature. Thereafter,  filter-sterilized elements were added in the following concentration 
per liter: urea, 2.3 g; thiamine, 3.0 g; EDTA, 15 mg; ZnSO4.7H2O, 4.5 mg; CoCl2.6H2O, 0.3 mg; 
MnCl2.4H2O, 0.84 mg; CuSo4.5H2O, 0.3; FeSO4.7H2O, 3 mg; NaMoO4.2H2O, 0.4 mg; H3BO3, 1 
mg; and  KI, 0.1 mg. The carbon source was from sugarcane juice that contained per liter: 
sucrose, 102.51 g; glucose, 10.99 g; and fructose, 10.01 g or in terms of total reducing sugar 
(TRS), 129 g. The sugarcane juice was sterilized separately at 121°C for 15 min. 
The inoculum culture was performed in Erlenmeyer flask for 24 hours, 33°C and 
250 rpm in an orbital shaker incubator (Innova 44 New Brunswick).  After that, the inoculum 
was centrifuged in a Sorvall centrifuge at 8000 rpm for 20 min, then the supernatant was 
discarded and the cells were suspended in sterilized water up to 200 mL and transferred to 
the cultivation bioreactor aseptically. The cultivation was performed at 33°C in a bioreactor 
(Bioflo 115; New Brunswick Scientific) in fed-batch configuration using a cascade control with 
agitation and air flow to maintain the dissolved O2 concentration above 60% of saturation with 
air (Basso et al., 2011). Thereafter, the yeast culture was centrifuged in a Sorvall centrifuge at 
8000 rpm for 20 min, and then the supernatant was discarded. The cells were suspended in 
sterilized water (quantity sufficient for 500 mL) and transferred to the bioreactor for alcoholic 
fermentation.  
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Fed-batch experiments with cell recycle 
 
The substrate used for alcoholic fermentation was formulated with only sugarcane 
juice that contained per liter: sucrose, 133.01 g; glucose, 16.79 g; and fructose, 14.85 g or in 
terms of total reducing sugar (TRS), 171.65 g, a typical feedstock for large scale ethanol 
production plants. The alcoholic fermentation was performed with cell recycling and high cell 
density in the fed-batch configuration as is usual in industrial Brazilian process (Melle-Boinot). 
The yeast cells required were obtained previously in the cultivation step. The must batch 
feeding was performed in four hours (flow of 6.25 mL/min) up to the final volume of 1.5 L and 
was maintained for two more hours to ensure the uptake of accumulated sugar even though 
all sugar was consumed.  The fermented wine was centrifuged at 8000 rpm for 20 min in a 
Sorvall centrifuge and then the yeast was suspended with sterilized water and centrifuged 
again in the same condition. The centrifuged yeast biomass was carried back to the bioreactor 
for treatment with H2SO4 under pH of 3.0 and aeration during one hour. This treatment was 
performed before each fermentative cycle during yeast cell recycling. The fermentative cycle 
comprises the fed-batch fermentation, and cell treatment and recycling. In this study were 
performed two fermentative cycles, i.e., three fed-batch fermentation experiments, and two 
cell treatments and recycling. All the must used in this work was prepared using sugarcane 
syrup from da Pedra Mill (Serrana, São Paulo, Brazil). 
 
Analytical methods 
 
Concentration of sucrose, glucose and fructose were detected by high-
performance liquid chromatography (HPLC) Agilent Infinity 1260 with IR detector 50C, Aminex 
column HPX-87P 300 mm x 7.8 mm at 60°C and 0.5 mL/min of ultrapure Milli-Q water as eluent 
phase. Ethanol was determined by HPLC Dionex Ultimate 3000 with IR detector Shodex RI-
101, Aminex column HPX-87H 300 mm x 7.8 mm at 50°C and 0.5 mL/min of sulfuric acid 5 mM 
as eluent phase. Measurements of the dry weight mass were carried out in triplicate and 
determined gravimetrically after centrifuging, washing two times with water and drying at 
80°C until constant weight in the analytical balance. 
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3. Mathematical modeling 
 
This section presents the consideration required to develop a model-based 
technique for the estimation of the kinetic parameters. 
 
3.1 Kinetic model 
 
The state variables involved in this fermentation process were concentration of 
total cell mass, X (kg/m3), substrate, S (kg/m3) and ethanol, P (kg/m3).  
Experimental observations have shown that cell, substrate and product inhibitions are 
significant for ethanol fermentation (Rivera et al., 2007). Eq (1) shows the cell growth rate 
equation, rx, which includes terms for such types of inhibitions: 
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where μmax is the maximum specific growth rate (h−1), Ks the substrate saturation constant (kg/m3), Ki 
the substrate inhibition parameter (m3/kg), Xmax the cell concentration where the growth ceases 
(kg/m3), Pmax the ethanol concentration where the cell growth ceases (kg/m3), and m and n are 
empirical parameters. 
 
In this study, a modified Luedking-Piret expression was used to account for the 
ethanol formation rate, rp, as shown in Eq (2). This rate depended on the specific growth rate 
and cell concentration (X).  Yp/x (kg/kg) is the product yield based on cell growth, βmp (kg/kg h) 
is a parameter associated with maintenance, and Kβs1 (kg/m3) is a saturation parameter. 
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The substrate consumption rate, rs, was expressed as follows: 
X
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where Yx (kg/kg) denote the limit cellular yield, βms (kg/kg h) is a maintenance parameter, and Kβs2 
(kg/m3) is a saturation parameter. 
Fed-batch model 
 
Mechanistic models comprise the mass balance differential equations, with 
microorganism growth, substrate consumption and ethanol formation for a fed-batch reactor 
described as follows: 
Total cell: 
V
XF
r
dt
dX A
x   (4) 
Substrate: s
AA r
V
)(SF
dt
dS



S
 (5) 
Ethanol: 
V
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r
dt
dP A
p   (6) 
Volume: 
AF
dt
dV
  (7) 
The mass balance differential equations were solved using the LSODE (Livermore 
Solver for Ordinary Differential Equations) (Radhakrishnan and Hindmarsh, 1993). 
 
Figure 1: General framework of the model-based approach used to estimate the kinetic 
parameters 
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The proposed method for estimation of kinetic parameters is depicted in Figure 1. 
First the kinetic parameters are initialized (including fixed parameters and the influential 
parameters to be estimated) as well as the operational condition values for the fermentation 
process (feeding time tF; feed stream flow rate, FA and feed substrate concentration, SA). After 
this step, the proposed method is able to find optimum values for the parameters that 
produce the best fit between the experimental observations and the simulated response 
variables by minimizing cost functions, Eq (8), Eq (9). 
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where  the vector of kinetic parameters is constrained by bounds within a realistic range, i.e., 
biological means. Xen, Sen and Pen are the experimental observations of cell, substrate and ethanol at 
the sampling time n. Xn, Sn and Pn are the concentration of cell, substrate and ethanol computed by 
the model at the sampling time n. Xemax, Semax and Pemax are the maximum measured concentration. If 
a stopping criterion is reached, the estimation is finished. If not, the algorithm re-estimates the 
parameters using an optimization technique based on Genetic Algorithm (GA) and Quasi-Newton (QN) 
methods. The determination of the feasible region of the total search space in the multi-parameter 
optimization of a mechanistic model is not a trivial procedure. For that reason, in this work, the 
optimization procedure is based on the combination of two optimization techniques. Initially, the 
potential of global searching of Genetic Algorithm (Cuadros et al., 2012) was explored for simultaneous 
estimation of the initial guesses for a set of kinetic parameter in the model. Subsequently, the Quasi-
Newton algorithm (QN), which converges much more quickly than GA to the optimal values, was used 
to continue the optimization of the kinetic parameters near to the good local optimum. It was seen 
that the computational time using the proposed approach is by around 70% smaller than using only 
the GA. A standard personal computer, Intel® CoreTM2 Quad Q8400 CPU at 2.66GHz and 4GB RAM, was 
used to perform these studies. 
 
4. Results and discussion 
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Fed-batch experiments with cell recycle were performed for estimation of kinetic 
parameters. The initial values of the state variables (Xi, Si and Pi) and the operational 
conditions of these experiments are given in Table 1. 
From kinetic rates described by Eq (1) - Eq (3) a set of thirteen kinetic parameters 
should be adjusted. A sensitivity analysis approach applied to an analogous kinetic system 
concluded that a sub-set of those parameters differ within a range according to changes in 
operational conditions and fluctuations in the quality of raw material (Andrade et al., 2009). 
In this sense, μmax, Xmax, Pmax, Yx and Yp/x are known to be influential parameters in the system, 
which were estimated using the proposed methodology. In this study βmp, βms, Kβs1 and Kβs2 
also were studied. The estimated numerical values are indicated in Table 2. The remaining 
ones were fixed in the previous values used in several studies (Andrade et al., 2013), as 
follows: Ks = 4.1 (kg/m3), Ki = 0.002 m3/kg, m = 1.0 and n = 1.5.  
Table 1: Initial values and operational conditions of the experiments 
Initial values Fermentation 1 Fermentation 2 Fermentation 3 
Xi (kg/m3) 40.55 44.83 44.65 
Si (kg/m3) 17.95 15.52 4.22 
Pi (kg/m3) 9.84 14.56 11.13 
Operational conditions    
Vi (m3)  10-3 0.5 0.5 0.5 
SA (kg/m3) 171.7 171.7 171.7 
FA (m3/h)  10-3 0.43 0.22 0.23 
tF (h) 2 3 3 
 
Table 2: Estimated parameters values  
Parameter Unit Estimated value 
µmax  h-1 0.33 
Pmax  kg/m3 85.7 
Xmax  kg/m3 56.2 
Yp/x  kg/kg 3.56 
Yx  kg/kg 0.0909 
βmp  kg/kg h 0.229 
Kβs1 kg/m3 0.001 
βms  kg/kg h 0.201 
Kβs2 kg/m3 0.001 
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The performance of the model in describing the experimental observations for 
ـFed-batch fermentation with cell recycle is shown in Figure 2 and quantified through the 
RSD(%) (Residual Standard Deviation) and R2 (correlation coefficient) (Rivera et al., 2010). 
From these criteria, it was concluded that the model described the experimental data 
accurately, as evaluated by RSD(%). Also, in all cases R2 was close to unity, indicating a good 
fit of the model, as can be seen in Table 3. Results showed that it is possible to accurately infer 
concentration in fed-batch fermentation with intensive recycling. 
 
 
Figure 2: Experimental (Ferm. 1 (■); Ferm. 2 (▲) and Ferm. 3 (●)) and model prediction (Ferm. 
1 (---); Ferm. 2 ( ) and Ferm. 3 (----)) for concentration of (A) Cell, (B) Substrate and (C) 
Ethanol 
 
Table 3: Statistical criteria to characterize the prediction quality of the fed-batch model 
Fermentation X (kg/m3) S (kg/m3) P (kg/m3) 
RSD(%) R2 RSD(%) R2 RSD(%) R2 
No1 6.25 0.99 35.24 0.98 10.54 0.98 
No2  3.73 0.98 11.06 0.98 15. 60 0.95 
No3  6.59 0.99 35.73 0.99 5.67 0.99 
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5. Conclusions 
 
This work presents results from the development and testing of a modeling 
approach for the estimation of kinetics parameters in fed-batch fermentation with high cell 
densities intensively recycled. Even considering that the kinetic rate expressions are known in 
the mechanistic model, the estimation problem is complex and time consuming. This suggests 
that using a model in a situation where frequent parameter re-estimation is necessary could 
be a limitation, such as the studied system. In this work, a model-based approach has been 
developed using a mechanistic model and optimization algorithms that have been widely used 
for modeling and optimization purposes in engineering application. Based on this approach, a 
mechanistic model was obtained and its performance in describing the dynamic behavior of 
concentration of cell, substrate and ethanol during fermentation was assessed. Model 
predictions using the experimental observations provided acceptable performance measures 
(RSD and R2). Finally, it can be said that the use of this approach enables a rapid determination 
of a mathematical description of fed-batch fermentation processes that can be used for 
optimization and control. 
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CAPÍTULO 4 
 
FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA E1G2G  
 
 
Neste capítulo é apresentada a avaliação do desempenho da fermentação 
alcoólica E1G2G como uma unidade integrada à usina de primeira geração, por meio da junção 
das correntes de açúcares fermentescíveis do processo de etanol de primeira e segunda 
geração. 
 
 
4.1. Introdução 
 
A integração da produção de etanol (E1G2G) corresponde à integração do 
processo de etanol a partir de bagaço e palha de cana-de-açúcar (E2G) ao processo existente 
de etanol a partir de caldo e melaço de cana-de-açúcar (E1G). Essa configuração apresenta 
vantagem técnico-econômica por despender menor investimento capital e custo de produção 
nas áreas integradas (Utilidades, laboratório, preparo de substrato, fermentação, destilação, 
desidratação e armazenamento) em comparação à uma unidade autônoma de E2G (DIAS et 
al., 2012). Espera-se que os impactos da integração sejam manejáveis, caso contrário, a 
integração seria inaceitável visto que atualmente a área de fermentação corresponde à etapa 
que apresenta menor eficiência seguida da etapa de extração (CGEE, 2009). 
 
Neste contexto esta etapa do trabalho abordou a integração do processo na área 
de fermentação alcoólica. Foi avaliada experimentalmente o processo de fermentação em 
biorreator de 2 L, em alta densidade e reciclo celular. A configuração experimental foi 
fundamentada na etapa anterior de validação dos métodos experimentais e aprimoramento 
das técnicas analíticas de monitoramento de bioprocessos.  
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Figura 4.1 Integração de E1G2G no processo de fermentação 
 
A integração do processo foi realizada por meio da junção das correntes de 
açúcares fermentescíveis de substrato de E1G e hidrolisado celulósico de bagaço de cana-de-
açúcar rico em glicose, após a clarificação de cada corrente como apresentada pela Figura 4.1.  
 
Aqui propõe-se a integração após a clarificação, pois minimizaria a perturbação no 
processo, uma vez que a área de tratamento de caldo na usina é uma área bem dominada. 
Além disso, essa forma flexibilizaria o processo, por exemplo, se for necessário concentrar o 
substrato, poderia escolher entre a evaporação do caldo ou do hidrolisado. 
 
O objetivo desta etapa foi determinar os parâmetros fermentativos com reciclo de 
células em batelada em 10 ciclos sequenciais e avaliar o desempenho da levedura frente à 
uma nova corrente de açúcar fermentescível.  
 
4.2. Materiais e Métodos 
 
São descritos materiais e métodos para produção de hidrolisado celulósico, 
substrato de E1G, fermentação alcoólica E1G2G e métodos analíticos. 
 
A porcentagem de hidrolisado celulósico adicionada ao substrato de E1G foi 
definida com base na revisão abordada no item 2.8.3, no qual foi mostrado que o processo de 
E2G pode contribuir em um aumento de 25% na produtividade de etanol de cana-de-açúcar, 
no atual estágio da tecnologia em desenvolvimento, dos quais 20% corresponde à fração de 
celulose e 5% corresponde à fração de hemicelulose. 
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A porcentagem citada refere-se à razão mássica de glicose de hidrolisado 
celulósico por ART do substrato de E1G, como descrito pela Equação 4.1.  
 
% de hidrolisado= 
massa de glicose de hidrolisado celulósico
massa de ART de E1G
.100 (4.1) 
 
O hidrolisado celulósico foi obtido de acordo com protocolos validados do CTBE 
descritas a seguir. O substrato ou mosto de E1G foi preparado similarmente à um processo de 
açúcar e etanol com a divisão equivalente do caldo extraído para fabricação de açúcar e 
produção de etanol. Essa configuração representa em termos de ART, 79% (m/m) oriundo do 
caldo e 21% (m/m) de melaço. A concentração final do substrato foi calculada, considerando-
se um rendimento de 90%, para produzir um vinho de 8,5% (v/v) ou 67 g/L de etanol. Foram 
realizadas 10 fermentações sucessivas com reciclo de células em batelada.  
 
4.2.1. Hidrolisado celulósico 
 
A Figura 4.2 representa através de um diagrama de blocos a produção de 
hidrolisados a partir de bagaço de cana-de-açúcar. 
 
O hidrolisado celulósico foi produzido a partir de celulignina doado gentilmente 
pela pesquisadora Dra. Sarita Cândida Rabelo. Este material foi obtido por pré-tratado 
hidrotérmico em reator batelada de 350 L (Pope Scientific, EUA) da Planta Piloto para 
Desenvolvimento de Processos (PPDP) do CTBE. As condições foram 200°C, 10% sólidos (m/m) 
e tempo de residência de 12 minutos. 
 
A separação da fase sólida (celulignina) e a fase líquida de hidrolisado 
hemicelulósico (h. hemicelulósico) foi realizado em um filtro de pressão tipo Nutsche (Pope 
Scientific, EUA) com lavagem com água até atingir pH constante em torno de 5,0 em centrífuga 
de cesto (Ferrum, Suíça). 
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Figura 4.2 Diagrama de blocos de produção de hidrolisados  
 
A celulignina foi hidrolisada em um reator horizontal de 20 L (Rossini, São Paulo) 
com 20% de sólidos (m/m em base seca), carga enzimática de 10 FPU/mL com complexo 
enzimático comercial doado pela empresa Novozymes (Brasil), a 50°C e tempo de reação de 
48 horas.  
 
Em seguida o material hidrolisado foi centrifugado em uma centrífuga de alta 
performance refrigerada Avanti J-26 XP (Beckman Coulter, EUA) com rotor JLA-9100 a 6.000 
rpm (7439,2 x g) e 15 °C durante 30 minutos, recuperando-se a fase líquida, hidrolisado 
celulósico (h. celulósico).  
 
Em seguida o hidrolisado celulósico foi clarificado e condicionado de forma estéril 
até o momento de uso nas fermentações. As condições de clarificação foram adaptadas para 
o ambiente laboratorial com o uso de um balde resistente de 20 L, uma resistência elétrica 
portátil para aquecimento. Estes equipamentos equivaleriam ao decantador no processo de 
tratamento de caldo. 
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A clarificação foi realizada com adição de 0,4 mL/L de H3PO4 a 85%, adição de leite 
de cal a 8°Be até atingir pH de 6,4, seguido de aquecimento até 95°C e então adição de 4 ppm 
de polímero não-iônico (NOLASCO JUNIOR, 2010). Aguardou-se a formação de flocos. Em 
seguida o hidrolisado foi resfriado com banho de gelo até ocorrer a completa decantação dos 
flocos. O sobrenadamente foi transferido a um balde intermediário. Deste foi dividido 
(aproximadamente 700 mL) em frascos Erlenmeyer de 2 L e esterilizados em autoclave 
(Phoenix, Brasil) a 121°C durante 15 minutos. Os frascos foram mantidos refrigerados até o 
momento de uso. 
 
4.2.2. Preparo de substrato E1G 
 
O mosto E1G foi formulado com melaço oriunda da Usina Pederneiras do grupo 
Zambianco (Tietê, São Paulo). O caldo foi substituído por açúcar cristal da Usina Boa Vista 
(Limeira, São Paulo), uma vez que o caldo ou xarope são facilmente suscetíveis a 
contaminação e degradação.  
 
Este mosto foi proveniente de um lote preparado e condicionado estéril na Planta 
Piloto do CTBE. O açúcar foi diluído a 500 g/L sob aquecimento de 60°C em um tanque agitado. 
O substrato foi formulado a 440 g ART/L e foi realizado em um tanque de mistura de 4 m3 TM- 
0602 (Kroma, Brasil) com bombeamento de melaço e calda de açúcar cristal. Foram 
adicionados 0,4 mL/L de H3PO4 a 85% e leite de cal a 8°Be até atingir pH de 6,4. Seguida de 
aquecimento até 95°C através de um loop de resfriamento em um trocador de calor a placas 
E-0501 (Alfa Laval, Brasil), e em seguida foram adicionados 4 ppm de polímero a 1 g/L e 
mantido em repouso durante 10 minutos para a formação de flocos seguida de resfriamento 
até 60°C.  
 
Para remover os sólidos arrastados com os flocos foi utilizado a centrífuga de 
discos CE-0501 modelo HFC15 (GEA Westfalia, Alemanha). Em seguida, o mosto clarificado foi 
bombeado para o esterilizador contínuo ES-0301 (MicroThermics, EUA) com tempo de 
retenção de 31 segundos a 135°C. O substrato estéril foi bombeado ao tanque pulmão estéril 
TE-0603 (Kroma, Brasil) e mantido pressurizado a 0,7 mbar.  
Capítulo 4: Fermentação Alcoólica E1G2G  139 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
O material foi coletado para uso nos experimentos de maneira estéril em um 
frasco Carboy de 20 L esterilizado em autoclave provido de filtro de respiro, mangueira e 
válvula esterilizável. Este foi conectado na saída do tanque equipado com um sistema de 
esterilização do trecho da saída. Fez-se a esterilização com injeção direta de vapor desse 
trecho e das faces não estéreis da válvula conectada ao tanque e da válvula do frasco, após 
15 minutos, o material foi transferido. 
 
A junção dos dois meios estéreis (hidrolisado e substrato E1G) foi realizado sob o 
fluxo laminar no início de cada fermentação.  
 
4.2.3. Micro-organismo 
 
Foi utilizada o mesmo micro-organismo citado no Capítulo 3 deste trabalho, 
Saccharomyces cerevisiae isolada da Usina Santa Adélia. 
 
4.2.4. Cultivo 
 
Cerca de 38 g (base seca) de leveduras foram necessárias para iniciar as 
fermentações. Esse valor corresponde a aproximadamente 20 g/L (base seca) de concentração 
inicial de células. Foram realizados dois cultivos em biorreator de 2 L (New Brunswick, EUA) 
da mesma maneira descrita no Capítulo 3 deste trabalho.  
 
4.2.5. Fermentação alcoólica 
 
As fermentações foram realizadas em um biorreator Bioflo 115 (New Brunswick, 
EUA) de 2 L a 33 °C, 200 rpm, sem ajuste de pH, em aerobiose, em configuração similar do 
processo típico brasileiro, exceto pelo modo em batelada pura. Justifica-se o modo batelada 
para melhor compreensão dos fenômenos, tais como inversão da sacarose, acúmulo de 
açúcares, comportamento da levedura no início com alta concentração de substrato e no fim 
com alta concentração de etanol. 
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Um ciclo de uma fermentação adotada neste trabalho corresponde à fermentação 
propriamente dita, centrifugação, diluição do pellet de células e tratamento ácido de acordo 
com o diagrama de blocos da Figura 4.3.  
 
O primeiro ciclo de fermentação começou com a transferência por meio de uma 
bomba peristáltica 520U (Watson Marlon, EUA) da suspensão de células cultivadas 
previamente. Foi utilizado um frasco Schott de 2 L estéril equipado com filtro de respiro e 
mangueira de silicone. O tratamento ácido iniciou primeiramente com o ajuste da 
temperatura a 30°C, agitação de 600 rpm e inserção de 0,2 L/min de ar (com intuito de manter 
a pressão positiva e evitar contaminação). Após atingir a temperatura requerida, iniciou-se o 
tratamento ácido com adição de solução de H2SO4 a 2M, por meio de uma seringa conectada 
ao septo de silicone em uma das entradas do biorreator, até atingir pH de 2,5. Em seguida foi 
mantida durante 30 min sob agitação de 600 rpm, aeração de 0,2 L/ min e temperatura de 
30°C. 
 
 
Figura 4.3 Diagrama de blocos do processo de fermentação em laboratório 
 
Em seguida a fermentação iniciava com o ajuste da rotação em 200 rpm, 
temperatura de 33 °C, com interrupção da inserção de ar, seguida de bombeamento do 
substrato de uma única vez, através da bomba peristáltica. Essa operação de transferência 
durou cerca de 5 minutos. O substrato foi formulado com a junção do hidrolisado e do 
substrato de E1G em um frasco Schott de 2 L estéril equipado com filtro de respiro e 
mangueira de silicone. Os dois meios foram pesados em uma balança semi-analítica. 
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Ao final da fermentação, as células foram recuperadas em uma centrífuga de alta 
performance refrigerada Avanti J-26 XP (Beckman Coulter, EUA) com rotor JLA-9100 a 6.000 
rpm (7439,2 x g) e 15 °C durante 20 minutos. O vinho foi descartado adequadamente e o pellet 
foi diluído com água potável estéril até o volume total de aproximadamente 600 mL. Antes da 
diluição, a massa de pellet foi ajustada em 180 g (massa úmida) para que todos os ciclos 
começassem com a mesma concentração celular. A suspensão de células foi então transferida 
de volta ao frasco Schott e deste ao biorreator para iniciar um novo ciclo de fermentação nas 
mesmas condições descritas anteriormente. 
 
4.2.6. Métodos Analíticos 
 
A celulignina foi caracterizada na Central Analítica do CTBE de acordo com o 
método do National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER et al., 2008a). 
 
A determinação dos principais analitos do hidrolisado, substrato, suspensão 
celular e vinho foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) também foi 
realizada pela Central Analítica do CTBE. Os equipamentos e os métodos empregados para 
açúcares, ácidos, etanol e glicerol foram os mesmos descritos no Capítulo 3 deste trabalho. 
 
A concentração de células em base seca foi analisada de acordo com o método 
descrito no Capítulo 3 deste trabalho. 
 
A viabilidade e brotamento celular foram determinadas por contagem em câmara 
de Neubauer (LEE, 1981; COPERSUCAR, 1987) em microscópio óptico Eclipse CI-S (Nikon, 
Japão), nas amostras de vinho ao final de cada fermentação. As equações 4.1 e 4.2 apresentam 
o cálculo de viabilidade celular e brotamento. 
 
Viabilidade celular =
nº de células vivas
nº de células vivas + n° de células não viáveis
. 100 
(4.1) 
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Brotamento=
nº de brotos viáveis
nº de células vivas + n° de células não viáveis
. 100 
(4.2) 
 
Durante as fermentações foram monitoradas em tempo real pH (Mettler Toledo, 
Brasil), e capacitância (Aber Instruments, Reino Unido). 
 
A sonda de capacitância foi adquirida através dos recursos do temático EMSO 
(FAPESP 2011/ 51902-9). Esse sistema de monitor de biomassa Standard Remote Futura (SRF) 
2335-5 (ABER INSTRUMENTS LTD, 2013) é composto por uma sonda anular 12 x 220 mm em 
aço inoxidável, um amplificador, um transmissor acoplado ao software Futura Lite/ Tool, e 
simuladores de sinal para conferir e aferir as medições. Nesse trabalho foi utilizado o módulo 
de leitura Microbial, indicado para leveduras, em que os parâmetros são 580 kHz, dual 15,65 
MHz, Pol C On, Filter 90/ High. O monitor é restrito a meios de condutividade menores que 40 
mS e funcionam em uma faixa de frequência de 0,05 a 20 MHz, correspondente à faixa de 
frequência na qual células atuam como capacitores. 
 
As análises medidas durante as amostragens foram: °brix (Atago, Japão); 
absorbância a 600 nm (Molecular Devices, EUA); sacarose, açúcares redutores (glicose mais 
frutose) e etanol por espectroscopia por infravermelho médio (MIR) no equipamento Alpha 
FT-IR (Brucker Optics Inc., EUA) utilizando-se curvas calibradas e validadas com mosto de caldo 
e melaço de cana-de-açúcar, conforme descrito em Rivera et al. (2016). Esse equipamento 
utiliza técnica de reflexão atenuada com diamante de platina de célula de reflexão única (ATR 
platinum T Diamond 1 Refl #263C3643). 
 
Foram realizadas também análises por HPLC, de acordo com os métodos 
apresentados no Capítulo 3 deste trabalho. Os dados de açúcares (sacarose, glicose e frutose), 
etanol, glicerol, ácido acético e ácido lático foram utilizados para cálculos de rendimento 
fermentativo por subproduto (s) modificada, como apresentada pela Equação 4.3, 
apresentada por Nolasco Junior (Comunicação pessoal, 2014; RIVERA et al., 2016). A equação 
foi desenvolvida baseada no rendimento fermentativo por subprodutos de Finguerut (2006) 
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apresentada pela Equação 4.4. Nolasco Junior aprimorou o cálculo fermentativo por 
subprodutos baseados em dados experimentais de fermentação de E1G.  
 
ηs = 
100
1,0032+0,54 (KL+KG+KARRT)+0,504 KAC acético +0,525 KAC lático
 (4.3) 
 
ηFINGUERUT (2006)= 
100
1+1,19KL+0,51KG+0,51KAC lático+0,51KARRT
   
(4.4) 
 
em que KL é relação de massa de células produzida pela massa de etanol produzida, KG é a 
relação de glicerol produzida pela massa de etanol produzida, KAC acético é a relação de ácido 
acético produzida pela massa de etanol produzida, KARRT é a relação de massa de ART residual 
pela massa de etanol produzida, KAC lático é a relação de ácido lático produzida pela massa de 
etanol produzida. 
 
A produtividade de etanol (QP) foi calculada de acordo com a Equação 3.2. 
 
4.3. Resultados e Discussão 
 
A caracterização da celulignina está apresentada na Tabela 4.1. Os resultados 
estão de acordo com o trabalho descrito por Silva et al. (2011) nas mesmas condições. Houve 
uma elevada solubilização da fração hemicelulose e pouca degradação da fração celulose. 
 
Tabela 4.1 Caracterização da celulignina lavada em porcentagem 
Componente  Valor obtido (%) Silva et al. (2011) (%) 
Celulose 59,14 60,8 ± 0,9 
Hemicelulose 6,99 8,8 ± 0,4 
Lignina 30,84 24,9 ± 0,7 
Cinzas 2,80 2,8 ± 0,1 
Extrativos NQ* - 
*NQ = não quantificado. 
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Tabela 4.2 Caracterização do hidrolisado celulósico clarificado 
Componente Concentração  
Glicose 47,25 g/ L 
Xilose 4,72 g/ L 
Ácido acético 0,42 g/ L 
Ácido hidroxibenzóico 1,2 ppm 
Ácido siríngico 8,7 ppm 
Vanilina 8,8 ppm 
Ácido P-coumárico 34,5 ppm 
Ácido ferúlico 8,6 ppm 
HMF 6,3 ppm 
Furfural 17,5 ppm 
 
A Tabela 4.2 apresenta a caracterização do hidrolisado celulósico. As 
concentrações do ácido acético (0,42 g/L) e furfural (17,5 ppm) são bem menores aos valores 
inibitórios determinados anteriormente no Capítulo 3 deste trabalho que correspondem a 
valores acima de 5 g/L de ácido acético e acima de 1,28 g/L de furfural. Há também pouca 
presença de outros compostos fenólicos de degradação da lignina. Em geral, espera-se pouca 
interferência na fermentação, uma vez que essa corrente ainda será diluída com o substrato 
de E1G. Mas pode haver um efeito do reciclo de células em que os componentes não-
fermentescíveis e inertes são reciclados juntamente. 
 
A composição do substrato E1G está apresentado na Tabela 4.3, o ART 
corresponde a 475,07 g/L. Logo, a quantidade experimental de glicose em relação ao ART do 
substrato de E1G corresponde a 16% (m/m).  
 
Tabela 4.3 Composição do mosto E1G 
Componente Concentração (g/ L) 
Sacarose 377,43  
Glicose  39,74  
Frutose 38,04 
ART 475,07 
 
O tempo de fermentação dos primeiros cinco Ciclos foi de 6 horas e no restante 
dos ciclos foi de 4,5 horas. A mudança aconteceu em virtude das análises de MIR que 
apontavam que os açúcares zeraram em 4,5 horas. Assim, o intervalo de amostragem foi 
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reduzido de 60 minutos para 30 minutos. Em consequência, as amostras foram retiradas e 
rapidamente colocadas em um isopor contendo etanol 70% congelado previamente em 
ultrafreezer a -80°C e conservado a -20°C em refrigerador convencional. As amostras eram 
centrifugadas posteriormente para análises de massa seca e HPLC. Uma alíquota de cada 
amostra foi separada para análises de densidade óptica e MIR durante as fermentações. A 
Figura 4.4 apresenta os perfis de etanol e ART obtidos por HPLC, e células dos 10 ciclos de 
fermentação alcoólica com reciclo de células. 
 
 
 
Figura 4.4 Perfis de ART, etanol e células de fermentação alcoólica E1G2G com reciclo de células em 
10 ciclos consecutivos 
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Os dados experimentais foram ajustados por regressão não linear tipo sigmoidal 
pela função de Boltzmann com correlações R2 maior que 0,96 nos cinco primeiros ciclos. O 
ART dos demais ciclos foram ajustados por um polinômio de 1° grau com correlações R2 maior 
que 0,99. Estes não se ajustaram por uma função sigmoidal, pois os dois últimos pontos não 
se repetem, diferentemente dos primeiros ciclos. Os parâmetros dos ajustes estão no 
Apêndice C deste trabalho. 
 
Os perfis de açúcares, etanol e células de todos os ciclos apresentados na Figura 
4.4 são bem similares e não foi observado perturbação ou diferença significativa em 
comparação à uma fermentação alcoólica convencional. Os dados das fermentações E1G 
estão apresentados posteriormente aos dados das fermentações E1G2G. 
 
A concentração inicial de etanol nos gráficos da Figura 4.4 é praticamente igual em 
todos os ciclos. Esperava-se um valor menor no Ciclo 1, já que as células vieram de um cultivo. 
Possivelmente houve uma produção de etanol considerável no cultivo bem próximo de uma 
fermentação. 
 
As concentrações iniciais de células e ART são similares em todos os ciclos. O vinho 
atingiu em média de 62,08 g/L ou 7,9% (v/v), valor um pouco abaixo que o valor previsto de 
67,10 g/L. Praticamente não houve açúcar residual ao final das fermentações. 
 
A Figura 4.5 apresenta os resultados das fermentações de E1G2G em termos de 
QP e s. O valor médio de QP nos primeiros 5 ciclos foi de 9,9 ± 0,21 g/L.h e dos demais ciclos 
foi de 13,43 ± 0,72 g/L.h. A diferença deve-se ao tempo de fermentação que passou de 6 horas 
para 4,5 horas. O rendimento médio das 10 fermentações foi de 85,1 ± 1,4 %, um valor abaixo 
do esperado em média de 88 a 90%. Isto deve-se à um leve desvio analítico para determinar 
os açúcares, principalmente sacarose e frutose. O Apêndice D mostra que o tempo de 
detecção de celobiose é o mesmo da sacarose. Já o tempo de detecção da xilose é o mesmo 
da frutose. Assim, foram contabilizados açúcares residuais no vinho final que provavelmente 
não correspondem à sacarose e frutose, e sim possivelmente à celobiose e xilose. O desvio 
representa uma média de 3,3%. 
Capítulo 4: Fermentação Alcoólica E1G2G  147 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
 
Figura 4.5 QP e s de 10 ciclo consecutivos de fermentação alcoólica E1G2G com reciclo de células 
 
A Figura 4.6 mostra a viabilidade e brotamento celular das fermentações E1G2G. 
A viabilidade aumentou conforme os reciclos, o Ciclo 1 começou abaixo de 80 % e o Ciclo 10 
apresentava um valor de 95 %. Este valor está coerente se não houve inibição, de acordo com 
a Figura 4.4, não houve decréscimo de células viáveis e espera-se o aumento de células viáveis 
devido ao crescimento celular que está associado à produção de etanol e também à renovação 
pela purga de células. A porcentagem de brotamento ficou entre 5 e 20% e média de 12%.  
 
 
Figura 4.6 Viabilidade e brotamento celular de fermentação alcoólica E1G2G com reciclo de células em 
10 ciclos consecutivos 
Capítulo 4: Fermentação Alcoólica E1G2G  148 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
  
Figura 4.7 Perfil de capacitância: a) Ciclos 1 a 5    b) Ciclos 6 a 10 
 
A Figura 4.7 apresenta os perfis de capacitância que iniciaram em torno de 22 
pF/cm e terminaram com 33 pF/cm. Há uma perturbação na primeira hora, pois observou-se 
que a sonda não responde instantaneamente à diluição de células correspondente ao 
bombeamento de substrato, após o tratamento ácido. Observa-se uma mudança do perfil no 
final da fermentação com uma elevação seguida de uma queda. Na Figura 4.7a há uma 
redução no tempo dessa interferência com o avanço dos ciclos, no Ciclo 1 encontrava-se em 
torno de 5 horas e no Ciclo 5 em torno de 3,5 horas. Idem para a Figura 4.7b, a perturbação 
no Ciclo 6 posicionava-se em torno de 4 horas e no Ciclo 10 em torno de 3 horas. Pode-se 
atribuir à alteração de condutividade e viscosidade do meio, nas horas finais ocorria uma 
exaustão dos açúcares e aumentava-se etanol, ou realmente atribui-se ao aumento de 
viabilidade.  
 
Sobre o aumento de capacitância com o avançar dos reciclos, observa-se que o 
primeiro conjunto do Ciclo 1 a 5 começou com viabilidade celular menor que os demais, como 
apresentado pela Figura 4.7, em seguida estabilizou nos Ciclos 6 e 7 e houve um pequeno 
aumento até o Ciclo 10. Assim, justifica-se o aumento da capacitância devido ao aumento da 
viabilidade celular. 
 
Portanto, a fermentação alcoólica com reciclo e alta densidade celular com 16% 
de hidrolisado celulósico de bagaço de cana-de-açúcar em 10 ciclos consecutivos foram bem-
sucedidos. 
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Em seguida são apresentados os resultados das 5 fermentações sem hidrolisado. 
Foi utilizado substrato de E1G, mesma levedura e mesmas condições de processo. 
 
A Figura 4.8 apresenta os perfis de consumo de ART, produção de etanol e 
crescimento celular. O tempo de fermentação foi de 4,5 horas. Esses perfis foram obtidos por 
regressão não linear tipo sigmoidal pela função de Boltzmann dos dados experimentais com 
ajuste de R2  maior que 0,96 .   
 
 
Figura 4.8 Perfis de ART, etanol e células de fermentação alcoólica E1G com reciclo de células em 5 
ciclos consecutivos 
 
A Figura 4.9 apresenta os resultados de QP e s da fermentação E1G. O valor médio 
de QP foi de 13,15 ± 0,82 g/ L.h, valor praticamente igual da fermentação E1G2G. O s médio 
foi de 85,3 ± 4,0%, praticamente igual ao resultado anterior. Observa-se que o desvio padrão 
é maior para a fermentação de E1G que se relaciona ao menor número de experimentos.  
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Figura 4.9 QP e s de 5 ciclos consecutivos de fermentação alcoólica E1G com reciclo de células 
 
A porcentagem de viabilidade e brotamento celular apresentada na Figura 4.10 
apresenta valores mais altos em comparação à fermentação E1G2G. E está relacionada ao 
aspecto nutricional do substrato de caldo e melaço que são mais ricos que o hidrolisado 
celulósico. 
 
 
Figura 4.10 Viabilidade e brotamento celular da fermentação alcoólica E1G 
 
Foram determinadas as velocidades máxima específica de crescimento média 
experimental (max exp) obtida por regressão linear (R2 de 0,9832 (E1G2G) e 0,9870 (E1G)) e 
estão apresentadas na Tabela 4.4 juntamente com os demais resultados.  
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Tabela 4.4 Velocidade máxima específica de crescimento experimental 
Fermentação µmax exp  
(h-1) 
s médio 
QP  médio 
(g/L.h) 
Viabilidade 
média 
Brotamento 
médio 
E1G2G 0,134 85,1 ± 1,4 % 13,43 ± 0,72 (*) 91,3 ± 3,3% (*) 10,6 ± 6,7% (*) 
E1G 0,145 85,3 ± 4,0% 13,15 ± 0,82 98,0 ± 0,9% 19,7 ± 13,8% 
(*) Média dos ciclos 5 a 10. 
 
O valor de max exp é levemente maior para a fermentação E1G. Isto confirma a 
suposição anterior, está relacionado a maior quantidade de nutrientes e sais disponíveis no 
mosto de E1G. No entanto, isso não prejudicou o desempenho fermentativo em termos de 
produtividade de etanol, rendimento fermentativo, viabilidade e brotamento celular. 
 
Ademais, a purga de células representou uma média de 22 g em cada ciclo que 
corresponde a 11%, nas fermentações E1G2G e E1G. A massa “perdida” com as amostragens 
foi na média de 9% para ambas fermentações. Portanto, a porcentagem total de purga em 
cada fermentação foi na média de 21%. Este valor poder-se-ia confrontar com a taxa de 
brotamento, se medido a umidade do pellet. Mas somente pode-se afirmar grosseiramente 
que a taxa de renovação de células nos reciclos foi em torno de 21%. É uma observação útil 
para comparar com as condições industriais em que a perda de células na centrifugação é em 
torno de 3 a 5% e a taxa de brotamento de até 30% (HENRIQUE; GASTONI; FILHO, 2015).  
 
Portanto, comparativamente as fermentações com e sem hidrolisado 
praticamente apresentaram o mesmo desempenho nas condições experimentais avaliadas.  
 
A seguir são apresentados resultados adicionais pertinentes a outros subprodutos 
e comparação da capacitância de dois ciclos de fermentação de E1G2G e E1G. 
 
Dentre os ácidos analisados, acético, lático e succínico, somente o ácido succínico 
apresentou um perfil possível de interpretar uma correlação entre os demais metabólitos. 
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O ácido acético é produzido durante a síntese de lipídeos. O ácido lático também 
é produzido pelas leveduras a partir do ácido pirúvico. O ácido succínico (ácido butanodióico) 
é um intermediário do ciclo TCA. 
 
A produção de glicerol está relacionada à produção de ácido succínico 
(GUTIERREZ, 1991). As leveduras produzem glicerol em condições anaeróbias para manter o 
balanço redox e sustentar o processo de glicólise. É formado pela redução da di-
hidroxiacetona fosfato para glicerol 3-fosfato em paralelo com a oxidação do NADH a NAD+ 
(CHERUBIN, 2003). 
 
Nas Figuras 4.11 e 4.12 estão apresentados os perfis dos principais metabólicos, 
açúcares e células com o intuito de comparação cinética. Os dados correspondem ao último 
ciclo da fermentação com hidrolisado (Ciclo 10) e o último ciclo da fermentação sem 
hidrolisado (Ciclo 5).  
 
Na Figura 4.11 se observa, como esperado, uma concentração de glicose maior 
que frutose no início da fermentação com hidrolisado. A sacarose é invertida completamente 
em uma hora e os valores residuais, como já discutido, não se referem a ela e sim 
possivelmente à celobiose oriunda do complexo enzimático durante o processo de hidrólise 
da celulignina. A glicose é preferencialmente consumida. A taxa de produção de glicerol é 
similar à taxa de produção de etanol no período de até 2 horas, em seguida diminui. O ácido 
succínico está presente no substrato e é produzido na fermentação também. 
 
A Figura 4.12 apresenta os perfis para a fermentação sem hidrolisado. A sacarose 
é invertida mais rápida em 30 minutos e isto justifica uma alta concentração no tempo 
correspondente, diferente da fermentação com hidrolisado. A levedura em meio com alta 
disponibilidade de glicose no início da fermentação com hidrolisado, preferiu consumir a 
glicose a inverter a sacarose. Glicerol e ácido succínico possuem taxas maiores na fermentação 
sem hidrolisado que podem estar relacionadas à maior taxa de crescimento. 
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Figura 4.11 Perfil do último ciclo de fermentação E1G2G 
 
 
Figura 4.12 Perfil do último ciclo de fermentação E1G 
 
Para fins comparativos com dados da indústria reportados por Basso (2011), foram 
calculadas as porcentagens de produção de cada metabólito em relação ao ART consumido. 
Esse método de cálculo descreve o rendimento em relação ao ART consumido, 
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diferentemente do rendimento por subprodutos que é em relação ao etanol produzido. E esta 
é mais utilizada na indústria. 
 
Tabela 4.5 Porcentagem de ART consumido (%) 
Produto Com hidrolisado Sem hidrolisado Referência (BASSO, 2011) 
Etanol + CO2 74,24 76,50 84 - 92 
Células 5,68 6,29 1,0 – 5,0 
Glicerol 2,92 3,27 2,0 – 9,0 
Ác. lático 0,13 0,22 - 
Ác. acético 0,06 0,15 0,1 – 0,7 
Ác. succínico 0,12 0,13 0,3 – 1,2 
Óleo fúsel - - 0,1 – 0,4 
Total 83,15 86,56  
  
As porcentagens de ART consumido para a formação dos principais produtos 
foram determinadas para as duas fermentações em discussão e estão apresentadas na Tabela 
4.5. A quantidade de CO2 foi calculado por estequiometria em relação ao etanol.  
 
Como já discutido anteriormente, a conversão de etanol obtida foi menor 
comparado à indústria, enquanto que a conversão de células foi maior. Os demais produtos 
são próximos aos observado na indústria. Uma das fontes de discrepância é em relação ao 
CO2, o valor estequiométrico é de 0,95455 g CO2/g etanol. Na equação por subprodutos de 
Finguerut (2006), foi considerado também a produção de CO2 associado ao crescimento 
celular a partir de dados extraídos das usinas em que resultou uma correlação de 1,33 vezes 
a massa de células produzida. Assim, a geração de CO2 adotada por Finguerut (2006) é 
representada pela Equação 4.5.  
 
massaCO2=0,95455.massaetanol gerado+1,33.massacélula gerada (4.5) 
 
Os valores corrigidos considerando-se a Equação 4.5 para calcular a produção de 
CO2 estão apresentados na Tabela 4.6. A conversão de ART em etanol e CO2 dos experimentos 
aproximou aos valores reportados na indústria. E, portanto, pode-se afirmar que as condições 
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experimentais adotadas para investigar o hidrolisado celulósico foram válidas e os resultados 
mostram factibilidade da integração da fermentação E2G à E1G.  
 
Tabela 4.6 Porcentagem de ART consumido corrigida (%) 
Produto Com hidrolisado  Sem hidrolisado Referência (BASSO, 2011) 
Etanol + CO2 81,79 84,87 84 - 92 
Células 5,68 6,29 1,0 – 5,0 
Glicerol 2,92 3,27 2,0 – 9,0 
Ác. lático 0,13 0,22 - 
Ác. acético 0,06 0,15 0,1 – 0,7 
Ác. succínico 0,12 0,13 0,3 – 1,2 
Óleo fúsel - - 0,1 – 0,4 
Total 90,70 94,93  
ηs (Eq. 4.3) 82,96 85,40  
 
Adicionalmente, o rendimento por subprodutos obtida pela Equação 4.3 e o valor 
de ART convertido em etanol e CO2 corrigido são muito similares. Ou seja, é válido corrigir a 
geração de CO2 pela relação empírica de Finguerut (2006) para comparar os resultados 
experimentais com a indústria ou aplicar diretamente a Equação 4.3 ou 4.4. 
 
Em relação aos outros produtos, houve maior produção de glicerol e ácidos na 
fermentação E1G2G. A quantidade não-determinada de conversão de ART de 9,30% e 5,07% 
em fermentação E1G2G e E1G, respectivamente, é maior na fermentação E1G2G. Uma parcela 
é atribuída ao arraste de etanol pela exaustão de CO2. As usinas utilizam uma coluna de 
lavagem de CO2 para recuperar o etanol arrastado em torno de 0,9% do etanol produzido 
(BRONZE, 2012). Outra parcela pode ser atribuída à energia dispendida para a manutenção 
vital das células, respiração, síntese de lipídeos, enzimas e produtos intermediários. Assim, é 
provável que o hidrolisado provocou um gasto energético adicional comparado à uma 
fermentação de E1G ou desviou para outro subproduto não-quantificado. 
 
Em relação à capacitância, a Figura 4.13 apresenta comparação entre os perfis de 
capacitância e células da última fermentação E1G2G e do Ciclo 2 da fermentação E1G, ambos 
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com viabilidade celular muito próximos de 95,10% e 97,76%, respectivamente. Pois 
infelizmente somente os dados de capacitância desse experimento foram possíveis de serem 
aproveitados. Dos demais apresentarem erro de leitura, provavelmente relacionado as 
conexões elétricas e de sinal, visto que os dados apresentam ruídos demasiados. A 
capacitância da fermentação E1G é maior que da fermentação E1G2G, sendo que as 
quantidades de células são praticamente iguais em ambas. Assim, descarta-se a variável 
quantidade de células. 
 
As variáveis que poderiam ser são a característica do meio e o estado fisiológico 
da levedura. Meios diferentes possuem condutividade diferente. Condutividade está 
relacionado aos íons de sais e outros compostos. O substrato de E1G é um meio mais rico que 
o substrato E1G2G já que este foi diluído com hidrolisado. Este é um meio pobre em sais e 
vitaminas diferentemente do caldo e melaço de cana-de-açúcar. Portanto, esperava-se uma 
capacitância maior na fermentação E1G. Mas, esta hipótese não condiz com os resultados.  
 
 
Figura 4.13 Comparação do perfil de capacitância e células totais  
 
A outra hipótese mais difícil de analisar, pois não foi explorado, refere-se aos 
carboidratos de reserva. Pode-se supor que o meio com hidrolisado causou um estresse maior 
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e levaram as leveduras acumularem glicogênio e trealose. Isto poderia justificar o desvio de 
ART para outros metabólitos maior na fermentação com hidrolisado como discutido 
anteriormente.  
 
O glicogênio e trealose são carboidratos de reserva. Seu acúmulo está relacionado 
ao estresse da levedura imposta ao alto teor alcoólico, acidez, contaminação bacteriana. 
Basso et al. (2008) verificaram que a quantidade de glicogênio e trealose em cepa de levedura 
típica de usinas é quase o dobro comparada à levedura de panificação. Os valores reportados 
foram de 9,5 % de trealose e 16% de glicogênio em relação ao ART consumido. Assim, baseado 
nessa hipótese e com os resultados apresentados na Tabela 4.6, acredita-se que valores de 
capacitância maiores e “perdas indeterminadas” na fermentação E1G2G foram provocados 
por um estresse superior à fermentação E1G. 
 
Complementarmente são apresentadas imagens de microscopia na Figura 4.14.  
 
  
Figura 4.14 Imagens por microscópio óptico com lente objetiva de 40x 
a) Fermentação E1G2G  b) Fermentação E1G 
 
Em geral as células aparentavam morfologia típica e alta viabilidade. Os brotos já 
como uma célula adulta da fermentação E1G2G permanecem junto à célula-mãe com outros 
brotos menores, formando flocos. Isto pode estar relacionado ao meio com traços de 
inibidores como mostrado na Tabela 4.2. Diferentemente, os brotos das células da 
fermentação E1G logo se desprendem e outros brotos menores são formados. Uma 
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observação nas imagens é a presença de algumas bactérias tipo bacilos, entretanto não-
viáveis confirmado pela ausência de crescimento em placas em meio apropriado. 
 
Enfim, é necessário um aprofundamento em termos bioquímicos para 
compreender esses fenômenos e buscar um processo robusto para melhorar o reciclo celular 
pelo período da safra com hidrolisado sem prejuízo algum ao processo existente. 
 
Em geral, o objetivo dessa etapa do trabalho foi cumprido com a determinação 
dos parâmetros fermentativos de fermentação E1G2G e avaliação do seu desempenho 
comparativamente à uma fermentação de E1G.   
 
Como continuidade do trabalho seguiu adiante com a avaliação fermentativa do 
hidrolisado em uma configuração de processo de E2G autônoma, sem mistura com açúcares 
do processo de primeira geração.  
 
4.4. Conclusão 
 
A fermentação E1G2G em batelada com reciclo e alta celular de hidrolisado 
celulósico a partir de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado hidrotermicamente e hidrolisado 
com enzimas comerciais foi bem-sucedida nas condições laboratoriais. Resultou em 
desempenho fermentativo comparativamente similar com a fermentação E1G nas mesmas 
condições.  
 
4.5. Considerações finais 
 
A determinação dos principais analitos por MIR contribui na manipulação do 
processo com decisões seguras como, por exemplo, determinar o tempo final da fermentação 
com exaustão completa dos açúcares. Os dados foram confirmados pelo HPLC 
posteriormente. 
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A presença de furfural, HMF e outros compostos fenólicos não prejudicaram o 
desempenho fermentativo em 10 ciclos sucessivos de fermentação com reciclo de células, 
entretanto é importante destacar que esse resultado pode não ser representativo para o 
processo industrial, pois o número de reciclos em uma safra corresponde aproximadamente 
a 500 reciclos (2,5 fermentações por dia ao longo de 200 dias de safra).  
 
Sugere-se para trabalho futuro uma investigação em termos bioquímicos do efeito 
do hidrolisado na fermentação alcoólica. 
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CAPÍTULO 5 
 
 
AVALIAÇÃO DO HIDROLISADO CELULÓSICO DE BAGAÇO 
 
 
O artigo presente neste capítulo “Ethanol Fermentation of Cellulosic Hydrolysate 
from Sugarcane Bagasse to Develop Stand-Alone Second Generation Ethanol Plant” está 
publicado na Chemical Engineering Transactions, vol. 50, 163-168, 2016 e foi apresentado 
durante a Segunda Conferência Internacional em Biomassas (IConBM2016), 19 – 22 de junho, 
Giardini Naxos-Taormina, Sicília, Itália. O trabalho abordou a investigação da fermentabilidade 
do hidrolisado celulósico em fermentações em batelada cujo objetivo foi estudar a 
suplementação nutricional. Foram realizados dois conjuntos de experimentos, para investigar 
a fermentabilidade do hidrolisado e outro conjunto para avaliar a suplementação com fosfato 
diamônio, ureia e melaço através de um planejamento fatorial completo. 
 
 
Considerações gerais 
 
A suplementação do hidrolisado celulósico foi realizada com fontes de baixo custo 
(melaço, ureia e DAP), sem uso de reagentes complexos e caros como extrato de levedura 
como tem sido reportado na literatura (SILVA et al., 2015). Foi avaliada por um planejamento 
experimental completo. 
 
Os resultados obtidos e tratados estatisticamente mostraram que o hidrolisado 
para atender as necessidades fermentativas deve ser suplementado com melaço no mínimo 
em 8% (m/m). 
 
A próxima etapa do trabalho foi investigar o hidrolisado com mínima 
suplementação em fermentação alcoólica com reciclo celular para produzir vinho com 
concentração de etanol usual entre 8,0 e 9,5% (v/v), considerando-se 90% de rendimento.   
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Alone Second Generation Ethanol Plant 
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Ethanol fermentation of cellulosic hydrolysate produced from hydrothermal pretreatment of 
sugarcane bagasse, followed by detoxification and enzymatic hydrolysis was investigated in 
terms of fermentability and nutrient supplementation requirement. Fermentability was 
evaluated through ethanol fermentation with cell recycle for eight sequencing batches. The 
first cycle converted all glucose mostly to ethanol and cells without nutrients addition. In the 
following batches, it was required nitrogen and phosphate supplementation to achieve a 
successful fermentation. A kinetic model was proposed as a complementary approach to 
evaluate the fermentation. The mathematical representation of the kinetic rates was selected 
using data from the last three fermentation cycles since they showed the same profiles of 
glucose consumption, ethanol and cells production, specific ethanol productivity of 1.34 kg/ 
m3.h, yield of 90% and cell viability of 93% were obtained. Nutrient supplementation was 
assessed considering molasses, urea and diammonium phosphate (DAP) addition, according 
to a full factorial experimental design. Statistical analysis showed that only molasses is 
significant at 95% confident level. 
 
Introduction 
 
Ethanol production from lignocellulosic biomass named as Second Generation 
(E2G) includes pre-treatment, enzymatic hydrolysis of cellulignin, ethanol fermentation of 
hexose and pentose, and ethanol recovery. Bagasse and straw are the main lignocellulosic 
material from sugarcane, composed by cellulose, hemicellulose, lignin, ash, and extractives. 
The application of an appropriate process to breaking down the hemicellulose and cellulose 
fractions results into liquid streams of hemicellulosic hydrolysate called C5 liquor, and into 
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cellulosic hydrolysate called C6 liquor. It is necessary to remove inhibitors compounds 
generated from the degradation of sugars and lignin during pre-treatment when 
hemicellulosic hydrolysate is converted into ethanol or other bioproducts through 
fermentation (Canilha et al. 2012). The cellulosic hydrolysate stream could be blended with 
the substrate stream of conventional ethanol fermentation (either sugarcane juice or 
molasses), integrating first and second ethanol generation (E1G2G). Dias et al. (2012) found 
that an integrated plant represents better environmental profile and economic metrics in 
comparison with a stand-alone plant. However, at the present process development stage is 
highly recommended to set up an operational protocol for fermentation using only C6 liquor. 
This is because the implementation of this configuration is feasible during off-season or for 
initial implementation of E2G plant. First, the fermentability of C6 liquor was evaluated in 
batch mode to support the process development of the current Melle-Boinot fermentation. 
 
Materials and methods 
Microorganism and substrate 
 
The microorganism used was Saccharomyces cerevisiae, an unclassified strain 
cultivated in the Development Bioprocess Laboratory at CTBE and obtained from the Faculty 
of Food Engineering/ State University of Campinas, originally coming from an industrial 
ethanol distillery. A unique cell propagation was provided to attend the yeast mass required 
for all ethanol fermentations. The stock culture maintained at -80 °C with 30% (v/v) of glycerol 
was activated in a liquid medium composed with 10 kg/m3 of yeast extract, 20 kg/m3 of 
peptone and 20 kg/m3 of glucose, incubated at 33 °C, 250 rpm of agitation during 24 h in the 
orbital shaker Innova 44 (New Brunswick, USA). Then, an aliquot was transferred to a new 
medium with 5.0 kg/m3 of DAP and 80 kg/m3 of sugars in terms of TSAI (total sugars as inverted 
that represents sum of sucrose divided per 0.95, glucose and fructose) from sugarcane 
molasses and juice and it was incubated in the same previous conditions during 12 h. After 
that, cells were recovered in the high-performance centrifuge Avanti J-26 XP (Beckman 
Coulter, USA) with rotor JLA-16.250 at 5,509 x g, 10 °C for 15 minutes. The pellet was diluted 
with sterilized potable water and this suspension was inoculated in the bioreactor Bioflo 115 
of 2 L (New Brunswick, USA) with initial cell concentration approximately 1 kg/m3. The growth 
phase was in fed-batch, aerated, and limiting carbon feed to less than 18 kg TSAI/m3.h, to 
minimize ethanol production through Crabtree effect (Barford & Hall 1979). The agitation and 
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airflow were controlled by oxygen control in cascade mode with dissolved O2 concentration 
below 60% of saturation. The growth medium contained 180 kg TSAI/m3 and 4.5 kg/m3 of DAP. 
After sugars uptake, the fermented medium was pumped aseptically to flask using peristaltic 
pump 520U (Watson Marlon, USA). The medium was centrifuged for cells recovery in the same 
centrifuge used before using rotor JLA-9.100 at 13,261xg, 20 °C for 20 minutes. The cells were 
re-suspended with sterilized potable water and kept refrigerated at 5 °C until to use for 
ethanol fermentations. 
 
The sugarcane substrate used for growth medium was formulated with 79% (w/w) 
of TSAI from sugarcane juice and 21% (w/w) of TSAI from sugarcane molasses. 
Physicochemical clarifying treatment was applied according to Coopersucar (1987). The same 
treatment was applied for C6 liquor for ethanol fermentations. 
 
The production of C6 liquor consisted of hydrothermal pretreatment of bagasse 
performed in a 350 L stirred reactor (Pope Scientific, USA) with 10% (w/v) of solids at 190°C 
during 10 min. After that, the material was discharged to a Nutsche filter (Pope Scientific, USA) 
where the liquid phase rich in pentose was separated and discharged. The solid phase, 
cellulignin, was washed in the basket centrifuge (Ferrum, Switzerland) with water until pH 
reach 5.0. Then, cellulignin was hydrolyzed with 10 FPU/mL of commercial enzyme complex 
in a 20 L horizontal tumbling reactor at 50°C, 20% of solids for 48 hours, pH adjustment at 4.8 
with H2SO4 and NaOH resulting in a slurry that was centrifuged in basket centrifuge. The liquid 
phase rich in glucose was recovered, clarified and sterilized at 121 °C for 15 min. 
 
Ethanol fermentation 
A bioreactor Bioflo 115 of 1.5 L (New Brunswick, USA) at 33 °C and 150 rpm was 
used for all the experimental runs. The first group (A) of ethanol fermentations carried out 
sequentially with cell recycle and acid treatment adjusted at pH 2.5 with sulphuric acid during 
30 min between each cycle. These fermentations aimed to evaluate fermentability of C6 
liquor. This set of fermentations suggested the requirement of nutrient supplementation. 
Thus, three sources of nitrogen were chosen (urea, molasses and DAP) to evaluate according 
to a full factorial experimental design, which represents the second group of fermentations 
(B). This group corresponds to 16 unique fermentation with fresh yeast previously propagated 
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and kept in suspension under refrigeration. Before each fermentation, an acid treatment was 
conducted adjusting pH at 2.5 with sulphuric acid during 30 min. The limits of the full factorial 
experimental design were in kg/m3: (0; 1) for DAP, (0; 0.65) for urea, and (0; 16.65) for 
sugarcane molasses. The upper limit of DAP was defined based on previous results from 
successive fermentations (group A), which shows 1 kg/m3 was an enough concentration. The 
urea limit was defined at 0.65 kg/m3 in the case of urea compete with DAP in term of nitrogen. 
The upper limit of molasses followed the criteria to contribute TSAI increasing in a maximum 
of 15% (w/w) keeping the fermentation mostly with C6 liquor.  
 
Analytical procedures 
The cellular viability and budding were analyzed by staining with methylene blue 
(Lee et al., 1981), counted using Neubauer chamber in an optical microscopy Eclipse CI-S 
(Nikon, Japan) for the final sample. The results of high-performance liquid chromatography 
(HPLC) were used to determine fermentative parameters and to acquire profiles data for 
mathematical modeling. Agilent Infinity 1260 with IR detector 50 °C, Aminex column HPX-87P 
300 mm x 7.8 mm at 60°C and 0. 5 mL/min of ultrapure Milli-Q water as eluent phase 
determined sucrose, glucose and fructose. Dionex Ultimate 3000 with IR detector Shodex RI-
101, Aminex column HPX-87H 300 mm x 7.8 mm at 50°C and 0.5 mL/min of acid sulfur 5 mM 
as eluent phase determined ethanol, acetic acid, latic acid and glycerol. Agilent Infinity 1260 
with UV detector at 274 nm, Acclaim 120 - C18 150 x 4.8 mm at 25°C and 0.8 mL/ min of 
acetonitrile with water (1:8) with 8% of acetic acid as eluent phase determined furfural and 
hydroxymethylfurfural. The dry cell concentration was determined gravimetrically after 
centrifuging, washing two times with Milli-Q water and drying at 80 °C until constant weight 
in the analytical balance. 
 
Determination of the fermentation parameters 
The following parameters were determined: 
Specific ethanol productivity = (ΔE) / (Qwt) [kg/ m3. h]      (1) 
Gay-Lussac yield (YP/S) = (ΔE) / (ΔS) / 0.511 (Lavarack, 2003)     (2) 
By-products yield (Y) = 100/ [0.511 (1+ KCO2 + KX + KG + KAC + KTSAI residual)] (Finguerut, 2006)  
            (3) 
Ratio of carbon dioxide per ethanol (KCO2) = (0.9565 + 1.33KX)/ (ΔE)    (4) 
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Ratio of cell per ethanol (KX) = (ΔY) / (ΔE)        (5) 
Ratio of glycerol per ethanol (KG) = (ΔG) / (ΔE)       (6) 
Ratio of acid as lactic acid per ethanol (KAC) = (ΔAC) / (ΔE)      (7) 
Ratio of TSAI residual per ethanol (KTSAI residual) = (TSAI final) / (ΔE)     (8) 
where Δi is the difference between final and initial concentration of compound i; Qw the final 
volume of wine with cell; t is the fermentation time. 
 
Mathematical modelling 
The evaluation of inhibitions through mathematical modelling was based on 
Rivera et al. (2013) using the same kinetic model where the following parameters are fixed: 
ms = 0.2, mp = 0.1, Ks = 4.1 kg/m3, m = 1.0 and n = 1.5 (De Andrade et al., 2013). Differently of 
the referenced work, the mass balance equations are a batch model described by Eq(9) to 
Eq(11).   
 
 
Results and discussion 
 
The Table 1 shows compositions of cellulosic hydrolysate used in fermentations 
(A) and for 16 runs of experimental design (B). The acetic acid, hydroxymethylfurfural (HMF) 
and furfural concentrations are far to cause inhibition during ethanol fermentation 
(Taherzadeh 1999; Palmqvist et al. 1999, Delgenes et al.1996, and Rumbold et al. 2009). 
Besides these compounds, it is noticeable the presence of phenols, which are not measured. 
However, it is expected a low concentration of phenolic since the hydrothermal pre-treatment 
cause few sugars and lignin degradation, moreover the washing of cellulignin removes soluble 
fractions from lignin (Santucci et al. 2015). The initial cell concentration was set according to 
glucose concentration in order to obtain representative profiles curves of glucose or TSAI 
consumption and ethanol production.   
 
1. rx  = μmax (
S
Ks+S
) exp(-KiS) (1-
X
Xmax
)
m
(1-
P
Pmax
)
n
X (9) 
2. rs= 
rx
Yx
 + ms X (10) 
3. rp   = Yp/xrx+ mpX (11) 
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Table 1: Composition of cellulosic hydrolysate (C6 liquor). 
C6 liquor Glucose 
(kg/ m3) 
Xylose 
(kg/ m3) 
Acetic acid 
(kg/ m3) 
HMF 
(kg/ m3) 
Furfural 
(kg/ m3) 
A 23.944 1.201 0.123 - 0.001 
B 38.215 3.242 0.251 0.019 0.001 
 
The Figure 1 shows the specific ethanol productivity, yield, cell viability and 
budding. The recovery of specific ethanol productivity and yield from fermentation #4 is 
attributed to nutrient supplementation with DAP and achieved stationary values from 
fermentation #5, average specific ethanol productivity of 1.341 kg/ m3.h and average yield of 
90.86%. The percentage of cell viability and budding remained above 90% and 1%, 
respectively.  
 
 
Figure 1: Ethanol fermentation performance. 
 
Figure 2 presents the pH during the ethanol fermentation. The first fermentation 
#1 exhibited initial pH of 3.68 and after 4 h was 2.7. It was decided to adjust to 4.5 with 
addition of KOH solution, since the favourable range is 3.8 to 4.2 (Andrietta et al. 2011). The 
decrease in the pH can be attributed to low salt composition in the liquor, which promotes 
buffering characteristics as in the juice and molasses of sugar cane (Souza, 1995). After 12 h 
of fermentation, the wine was centrifuged to recovery the cells to start new fermentation #2. 
Firstly, the pH was adjusted at 4.5 with KOH. However, with only 16 hours of fermentation 
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converted half the glucose into ethanol and the pH was 2.87. Probably, the reduction of 
conversion rate is due to a medium deficiency. The fermentation #3 started with the addition 
of KOH to adjust pH to 5.5 at the beginning and addition of 1.0 g DAP/ L after 4.5 h to 
supplement liquor with nitrogen and phosphorus. This results in fermentation progress with 
recovery of yield and productivity. In subsequent fermentations #4 until #8 were added 1 kg 
DAP/m3 at the beginning leading to in total conversion of glucose into cells, ethanol and 
carbon dioxide.  
 
Figure 2: Profiles of pH during ethanol fermentation. 
 
The mathematical modelling was evaluated for the last three fermentations, and 
according to Figure 1 reached stationary fermentation. The results of estimation kinetic 
parameters presented in Table 2 are compared to Rivera et al. (2013), whose applied the same 
yeast strain using substrate from sugarcane juice in the fed-batch mode with cell recycle. It 
was found that the value of µmax is lower and its likely due to C6 liquor poor characteristics in 
terms of nitrogen and salts that contribute for yeast maintenance and growth. The initial 
concentration of substrate and ethanol also influenced in the other parameters, especially 
Pmax and Xmax. From Figure 3, it can be seen that the model predictions were particularly good 
based on Residual Standard Deviation (RSD%) = 1.91 and R2= 0.97 that correspond to the sum 
of the three experiments. 
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Table 2: Estimated parameters values 
μmax (h
-1) Pmax (kg/ m
3) Xmax (kg/ m
3) Yp/x (kg/ kg) Yx (kg/ kg) Ki (m
3 /kg) 
0.11 125.5 79.3 9.69 0.0048 0.00999867 
 
 
Figure 3: Experimental measures (solid symbols) and model prediction (solid lines). 
 
Based on promising results obtained with DAP supplementation, it has been 
proposed the assessment of other competitive sources such as urea and molasses. The DAP is 
a fertilizer used in agriculture, but is less economically competitive than urea. According to 
Villalba et al. (2014), conventional nitrogen fertilizers more consumed in Brazil are: urea (45% 
N), monoammonium phosphate (9% N), ammonium sulphate (20% N), ammonium nitrate 
(32% N), DAP (16% N), and other complex as nitro-calcium aqua ammonia, which can be used 
in formulations together with P and K, in decreasing order of importance in relation to the 
market price and consumption. The molasses contains amounts of fermentable sugar 
(sucrose, glucose, and fructose), potassium, calcium, magnesium, trace minerals, biotin, 
pantothenic acid, thiamine, and low amount of nitrogen (Zabriskie 1980). Its addition in the 
C6 liquor aims to buffer the medium to avoid falling of pH during the fermentation as showed 
by Figure 2. The price accessed in August/ 2015 of DAP and urea (Index Mundi) are USD 464/ 
t and USD 273/ t, respectively. The molasses price is USD 336/ t (Shapouri & Salassi 2006). The 
cost increase due to the complementation with DAP, urea, and molasses corresponds to 0.021 
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- 0.295 USD/ L according to full factorial experimental design showing the importance to 
minimize the supplementation.  
 
The results of experimental design (B) are presented subsequently. According to 
Figure 4, the pH profiles during fermentation exhibit low values when compared to the current 
fermentation of sugarcane juice/ molasses, which the common value of final wine is 3.5. 
However as presented at Figure 5, a pH decreasing not influenced yeast viability (above 90%) 
and budding. Besides, the yields calculated from Eq(2) and Eq(3) are similar in average of 87%, 
and they are not influenced by sources of variables. For development of fermentation with 
cell recycle is desirable pH around 3.0 and 3.5 to preserve cellular membrane and to avoid 
bacterial contamination; this policy corresponds to molasses and DAP supplementation.  
 
 
Figure 4: Profiles of pH during ethanol fermentation 
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The results of experimental design (B) are presented subsequently. According to 
Figure 4, the pH profiles during fermentation exhibit low values when compared to the current 
fermentation of sugarcane juice/ molasses, which the common value of final wine is 3.5. 
However as presented at Figure 5, a pH decreasing not influenced yeast viability (above 90%) 
and budding. Besides, the yields calculated from Eq(2) and Eq(3) are similar in average of 87%, 
and they are not influenced by sources of variables. For development of fermentation with 
cell recycle is desirable pH around 3.0 and 3.5 to preserve cellular membrane and to avoid 
bacterial contamination; this policy corresponds to molasses and DAP supplementation.  
 
 
Figure 5: Performance of ethanol fermentation 
Table 3: Results of ANOVA analysis. 
Source of 
variation 
Sum of squares Degrees of freedom Average 
squares 
Regression 0.4858 9 0.053973 
Residual 0.0697 6 0.011612 
Lack of fitting 0.0697 5 0.013935 
Pure error 0.0012 1 0.001160 
Total 0.5554 15  
R-square 87.46   
F-test  F9,6 4.6  F9,6 table (95%) 4.1 
F -test F5,1 12.0  F5,1 table (95%) 234 
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Run
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Table 3 shows the results of ANOVA analysis considering polynomial model. The 
F-test of F9,6 is greater than listed value; therefore the model is significant. The second F-test 
of F5,1 is less than listed value indicating that the model is well adjusted. According to Figure 
6, only molasses is significant at 95% confident level and as showed in Figure 7, there are the 
specific region of 8.32 kg/ m3 that benefits the specific ethanol productivity. The Statistical 
analysis of the data obtained in the design was carried out using the software Statistica 
(version 12, Statsoft Inc., Tulsa, OK).  The molasses requirement of 8.32 kg/ m3 corresponds 
to 0.147 USD/ L, thus reinforces to implement the E2G integrated with E1G in order to feasible 
it. However, the operation as stand-alone might occur since the competitive price of molasses. 
The next step is to evaluate the concentration of C6 liquor to apply fermentation with cell 
recycle to obtain fermented mash with usual ethanol content of 70 g/ L.  
 
 
Figure 6: Pareto graphic analysis. 
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Figure 7: Response surface curve. 
Conclusions 
A nutrient supplementation is required for fermentation of C6 liquor in the stand-
alone 2G ethanol plant. The sugarcane molasses is promising source due to buffering capacity, 
nutrient potential, and as a source of microelements from sugarcane. This assessment was 
fundamental to apply Melle-Boinot fermentation in this technological development process.   
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CAPÍTULO 6 
 
 
FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA E2G  
 
 
Neste capítulo é apresentada a avaliação do desempenho da fermentação 
alcoólica E2G em uma unidade autônoma ou stand-alone, através da fermentação com reciclo 
e alta densidade de células com hidrolisado celulósico concentrado, produzido a partir de 
bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado hidrotermicamente, hidrolisado com um complexo de 
enzimas comerciais, para produção de vinho com 8,5% (v/v) de etanol. 
 
 
6.1. Introdução 
 
A implementação de uma planta industrial de produção de etanol de segunda 
geração com biomassa lignocelulósica de cana-de-açúcar poderá ser de maneira 
independente ou autônoma em sua fase inicial de consolidação tecnológica. Além disso, há 
grandes chances da operação da planta de segunda geração na entressafra da colheita da 
cana-de-açúcar devido a maior disponibilidade de bagaço e palha, e outras biomassas 
alternativas. Dessa forma, é necessário avaliar as condições fermentativas do hidrolisado em 
condições industriais similares. 
 
O hidrolisado celulósico obtido a 15 g/L de glicose foi concentrado até 220 g/L para 
produzir um vinho a 8,5% (v/v) de etanol, considerando-se rendimento de 90%. O hidrolisado 
foi suplementado com 8% (m/m) de melaço para atender as necessidades da fermentação 
com reciclo de células como investigadas anteriormente. 
 
A fermentação alcoólica com reciclo de células foi conduzida em batelada 
alimentada em 10 ciclos consecutivos no biorreator Bioflo 115 de 2 L (New Brunswick, EUA). 
O vinho foi destilado e os produtos foram caracterizados (solução hidroalcoólica e vinhaça). 
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6.2. Materiais e Métodos 
 
São descritos materiais e métodos para produção de hidrolisado celulósico, 
fermentação alcoólica, destilação e métodos analíticos. 
 
6.2.1. Produção de Hidrolisado Celulósico 
 
O hidrolisado celulósico foi produzido na Planta Piloto para Desenvolvimento de 
Processos (PPDP) do Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) a partir 
de bagaço de cana-de-açúcar oriunda da Usina Granelli (Charqueada, São Paulo, Brasil), 
ligeiramente diferente ao processo descrito no Capítulo 4. Foram necessários três lotes de 
pré-tratamento e uma hidrólise para produzir quantidade de hidrolisado celulósico de bagaço 
de cana-de-açúcar suficiente para rodar os 10 ciclos de fermentação com reciclo. A Figura 6.1 
apresenta o diagrama de blocos do processo utilizado. 
 
 
Figura 6.1 Diagrama de blocos de produção de hidrolisados  
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As alterações do diagrama da Figura 6.1 em relação ao diagrama apresentado na 
Figura 4.2 são: limpeza física do bagaço antes do pré-tratamento, reator de hidrólise e 
concentração do hidrolisado. As impurezas do bagaço estão associadas às condições de 
colheita e condições meteorológicas, e nesse caso estavam em maior quantidade. 
 
O pré-tratamento hidrotérmico do bagaço foi realizado em 3 bateladas no reator 
de mistura de 350 L (Pope Scientific, EUA) com 10% de sólidos (base seca), a 190 °C e tempo 
de reação de 10 minutos. O projeto do sistema de pré-tratamento composto pelo reator de 
mistura e os demais periféricos foi desenvolvido pelo próprio CTBE para explorar o pré-
tratamento de materiais lignocelulósicos em diversas condições (catalisado com ácido, álcalis, 
com solventes e hidrotérmico). A relação H/D (altura/ diâmetro) é de 2,0, volume útil de 200 
L, potência do motor do agitador mecânico de 5 HP. O vaso foi construído em liga especial 
Hastelloy C-276 resistente ao ataque de ácidos em alta temperatura e pressão. O aquecimento 
é realizado através de uma camisa com óleo quente e também por injeção direta de vapor. A 
Figura 6.3 apresenta o sistema do reator de mistura de pré-tratamento.  
 
O material pré-tratado foi descarregado em um filtro de pressão tipo Nutsche 
(Pope Scientific, EUA). A capacidade desse filtro é de 140 L, construído em Hastelloy C-22. O 
princípio de funcionamento é similar ao princípio da filtração com funil de Büchner em que a 
filtração ocorre pela aplicação de vácuo. No filtro a fase sólida ficou retida sobre a tela 
formando uma torta e a fase líquida foi recuperada (licor de pré-tratamento). A Figura 6.4 
apresenta o filtro Nutsche utilizado. 
 
A celulignina foi lavado com água em 6 ciclos, na centrífuga de cesto VTC 400/200 
Ha (Ferrum, Suíça). A capacidade do cesto é de 12,8 L ou 16 kg, área de filtração de 0,25 m2, 
máxima aceleração de 1.630 x g, construído em Hastelloy C-22, potência de 2,2 kW (FERRUM, 
2010). O pH e °brix foram medidos na descarga da água de lavagem. A Figura 6.5 apresenta a 
centrífuga de cesto utilizado. 
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Figura 6.2 Peneira vibratória Multideck® 
(Multivibro, Brasil) instalado no CTBE 
Figura 6.3 Reator de mistura de 350 L (Pope 
Scientific, EUA) instalado no CTBE 
 
 
  
Figura 6.4 Filtro Nutsche (Pope Scientific, EUA) 
instalado no CTBE 
Figura 6.5 Centrífuga de cesto (Ferrum, Suíça) 
instalado no CTBE 
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A hidrólise enzimática foi realizada no mesmo reator de mistura anterior. Foi 
usado um complexo enzimático comercial doado pela empresa Novozymes (Brasil). A carga 
enzimática utilizada foi de 10 FPU/mL que corresponde a 0,05 L de complexo enzimático/kg 
celulignina (base seca) e as condições de reação foram 70 rpm, 50 °C, 72 h e, ajuste de pH a 
4,8 com solução de H2SO4 e NaOH ambas a 2M. Adotou-se uma estratégia de alimentar o 
reator com celulignina e enzimas em batelada alimentada O reator foi carregado com uma 
quantidade inicial de celulignina, água e complexo de enzimas. Em 30 h houve uma descarga 
parcial de aproximadamente 100 L, seguida de uma nova alimentação de bagaço e complexo 
enzimático. Essa estratégia foi adotada para evitar o aumento do torque em excesso, já que a 
quantidade de sólidos ultrapassaria a máxima quantidade limite do reator (10%) para essa 
reação de hidrólise. 
 
Em seguida, o meio reacional foi descarregado em tambores e a fase líquida, 
hidrolisado celulósico, foi recuperado no filtro de pressão usado anteriormente. A fase sólida 
não-hidrolisada foi descartada adequadamente e o hidrolisado celulósico foi concentrado. 
 
A concentração do hidrolisado celulósico foi cerca de 15 vezes em um evaporador 
de filme ou wiped film (Pope Scientific, EUA) a 80 °C e vácuo de 475 mmbar, capacidade de 50 
L/h. Este tipo de evaporador é composto por uma câmara vertical aquecida por uma camisa e 
um corpo interno correspondente ao condensador. O material entra pela parte superior e é 
vaporizado rapidamente devido ao vácuo e calor. Os menos voláteis são forçados a ir para 
direção inferior formando uma fina película ou filme pela parede e os componentes mais 
voláteis vão para o condensador (POPE, 2016). A Figura 6.6 apresenta o evaporador de filme 
utilizado. 
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Figura 6.6 Evaporador de filme (Pope Scientific, 
EUA) instalado no CTBE 
Figura 6.7 Biorreator de 19,5 L (New Brunswick 
Scientific, USA) instalado no CTBE 
 
6.2.2. Fermentação Alcoólica 
  
Substrato 
 
O hidrolisado celulósico concentrado foi clarificado conforme procedimento 
descrito no Capítulo 4. A Figura 6.7 ilustra o biorreator de 19,5 L (New Brunswick Scientific, 
USA) empregado.  
 
O hidrolisado concentrado e clarificado foi distribuído em frascos Erlenmeyer de 2 
L na quantidade correspondente para cada fermentação, e esterilizado a 121 °C por 15 
minutos em autoclave vertical AV-100 Plus (Phoenix, Brasil).  
 
Cada frasco com hidrolisado celulósico concentrado, clarificado e estéril foi 
utilizado para a formulação do substrato com a adição de melaço de cana-de-açúcar 
esterilizado separadamente. 
 
De acordo com os resultados apresentados no Capítulo 5, é necessário acrescentar 
8% (m/m) em termos de ART de melaço para suplementar o hidrolisado para viabilizar o 
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reciclo de células. Essa suplementação mínima fornece sais e nutrientes para fins de 
manutenção celular e para tamponar o meio. 
 
A quantidade em massa de melaço para cada fermentação foi distribuída em 
frascos Erlenmeyer de 500 mL com água para ser esterilizada a 121 °C por 15 minutos na 
mesma autoclave anterior.  
 
Os dois meios, hidrolisado celulósico e melaço, foram armazenados sob 
refrigeração até o momento de uso. O substrato de cada fermentação foi formulado com a 
junção dos dois meios sob um fluxo laminar.  
 
Micro-organismo 
 
Foi utilizado a mesma cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae descrita no 
Capítulo 3 deste trabalho, isolada da Usina Santa Adélia. 
 
Cultivo 
 
Um cultivo celular foi realizado para obter a massa necessária para iniciar o 
conjunto de fermentação com reciclo de células. O cultivo foi realizado nas mesmas condições 
descritas no Capítulo 3 deste trabalho. 
 
Fermentação alcoólica propriamente dita 
 
Os 10 ciclos de fermentação alcoólica com reciclo e alta densidade de células 
foram realizados em um biorreator Bioflo 115 de 2 L (New Brunswick, EUA) e foram 
fundamentados nos parâmetros de fermentação e procedimento experimental empregados 
ao longo deste trabalho. Exceto pelo modo em batelada alimentada que foi definida de forma 
linear durante 4 horas seguida de 2 horas para esgotamento dos açúcares. O vinho final após 
a centrifugação de cada fermentação, foi armazenado refrigerada para posterior destilação. 
O modo batelada alimentada foi escolhida para reproduzir as condições industriais. Todos os 
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vinhos após fermentação e centrifugação foram coletados em um único frasco para posterior 
destilação. 
 
6.2.3. Destilação 
 
A destilação do vinho ocorreu a pressão atmosférica em um sistema batelada no 
equipamento Computer Controlled-Combined Distillation System Autodest® 800AC (iFISCHER, 
Alemanha) do Laboratório de Otimização, Projeto e Controle Avançado (LOPCA) da Faculdade 
de Engenharia Química (FEQ) da UNICAMP. A Figura 6.8 apresenta o sistema de destilação 
utilizado. 
 
 
 
Figura 6.8 Sistema de destilação em batelada, vista geral e tela do supervisório 
 
O sistema de destilação é equipado por caldeira que possui duas mantas de 
aquecimento e uma resistência elétrica. Cerca de 15,3 L de vinho foi transferido para essa 
caldeira. As temperaturas de controle das mantas superior e inferior foram ajustadas a 100 °C 
e 170 °C, respectivamente. A temperatura de controle da resistência elétrica interna foi 
ajustada manualmente em torno de 78 °C de acordo com a variação da temperatura na 
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caldeira conforme o progresso da destilação. A taxa de refluxo utilizada foi de 3. Foram 
coletadas 5 frações de destilado, solução hidroalcoólica, no intervalo de 38 a 80°C.  
 
6.2.4. Métodos Analíticos 
 
Foram empregados os mesmos métodos analíticos apresentados no Capítulo 4 
deste trabalho. 
 
Os principais componentes da reação de pré-tratamento (bagaço, celulignina, licor 
de pré-tratamento e condensado) foram determinados pela Central Analítica do CTBE, assim 
como os componentes das amostras de fermentação alcoólica.  
 
Os componentes das frações da mistura hidroalcoólica, após destilação, composta 
por etanol, butanol, 3-metilbutanol, propanol, 2-metilpropanol, acetaldeído, acetal, acetona 
e acetato de etila foram determinadas na Central Analítica do Instituto de Química da 
UNICAMP por cromatografia gasosa (CG) em um equipamento CG-2010 Shimadzu e condições 
de acordo com a norma EN 15721. 
 
As principais caracterizações da mistura hidroalcoólica das frações mais ricas em 
etanol também foram realizadas na Central Analítica do Instituto de Química da UNICAMP: 
cor APHA (norma ASTM D 1209), aspecto (procedimento IQ-CA-PA012), acidez (norma ABNT 
NBR 16047) em um titulador  potenciométrico KEM (Kioto Eletronics), condutividade elétrica 
a 25 °C (norma ABNT NBR 10547) em um condutivímetro Orion Star, teor de sódio (norma 
ABNT NBR 10422), teste de Barbet (norma ASTM D 1363), teor de enxofre (ASTM D 5453), 
teor de etanol e metanol (norma ABNT NBR 16041) por CG em um CG-2010 Shimadzu.  
 
Esses parâmetros são utilizados para a qualificação do etanol combustível. Acidez 
expressa em ácido acético e indica a quantidade de impurezas que dão o caráter ácido ao 
etanol, a condutividade elétrica é uma medida qualitativa da presença de íons como traços de 
sais minerais e substâncias orgânicas ionizáveis, o teste de Barbet ou permanganato indica o 
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nível de substâncias redutoras presentes e é fortemente influenciado pela presença de 
aldeídos (ZARPELON, 2015). 
 
A vinhaça foi caracterizada no laboratório de análises ambientais (ASL, Rio Claro, 
São Paulo) em conformidade com o método Standard Method for the Examination of Water 
and Wastewater (SMEWW) 22ª edição. 
 
6.3. Resultados e Discussão 
 
A caracterização do bagaço in natura está apresentada na Tabela 6.1. Os 
resultados estão coerentes aos valores médios levantados por Canilha et al. (2012) e ao valor 
encontrado por Silva et al. (2011). Diferem-se em cinzas que mesmo após a limpeza 
apresentou um valor alto. A umidade do bagaço in natura após o peneiramento foi de 19,42 
% ± 0,46 %. 
 
Tabela 6.1 Caracterização do bagaço in natura  
Componente 
Neste 
trabalho 
(%) 
Referência  
(CANILHA et al. 2012) 
Referência 
(SILVA et al. 2011) 
Bagaço Palha Bagaço 
Celulose 37,77 38,4 – 45,4 33,1 – 36,1 42,8 ± 0,3 
Hemicelulose 25,63 22,7 – 27,0  18,4 – 28,9 25,9 ± 0,3 
Lignina total 24,81 19,1 – 32,4 25,8 – 40,7 22,1 ± 0,2 
Cinzas 5,42 1,0 – 2,8 2,1 – 11,7 1,4 ± 0,1 
Ácido acético 2,99 - - - 
Extrativos 3,13 4,6 – 9,1 5,3 – 11,5 6,1 ± 0,1 
Balanço de massa 99,76 - - 98,3 ± 1,0 
 
A Tabela 6.2 mostra os resultados das três reações de pré-tratamento das 
correntes da fração sólida (celulignina), fração líquida (licor de pré-tratamento) e condensado. 
A celulose foi recuperada na celulignina na média de 87,74% e o desvio padrão 
correspondente foi de ± 3,3%. Maior parte da lignina foi recuperada na fração sólida na média 
de 73,74% ± 8,21%. Uma parte da hemicelulose, média de 29,09%% ± 3,12%, foi recuperada 
na celulignina. Mas a sua maior parte foi solubilizada como oligossacarídeos, média de 43,54% 
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± 3,2%. A hemicelulose também foi solubilizada como monossacarídeos, média de 12,10% ± 
1,65%.  
 
Tabela 6.2 Resultados das três reações de pré-tratamento  
Corrente Reação 1 Reação 2 Reação 3 Média 
Fração sólida (celulignina)     
% Recuperação hemicelulose 26,43% 32,52% 28,31% 29,09% 
% Recuperação celulose 84,09% 88,62% 90,51% 87,74% 
% Recuperação lignina 73,94% 65,44% 81,85% 73,74% 
     
Fração líquida (licor de pré-tratamento)     
% Solubilizada de hemicelulose em 
oligossacarídeos 
43,89% 40,18% 46,56% 43,54% 
% Solubilizada de hemicelulose em 
monossacarídeos 
10,56% 13,85% 11,87% 12,10% 
% Solubilizada de celulose em oligossacarídeos 3,33% 3,54% 3,49% 3,45% 
% Solubilizada de celulose em monossacarídeos 0% 0% 0% 0% 
% Recuperação lignina 12,49% 12,22% 13,57% 12,76% 
% Ácidos orgânicos gerado 11,96% 13,92% 12,74% 12,87% 
% Aldeídos furânicos gerado 3,40% 4,22% 4,06% 3,90% 
     
Condensado     
% Ácido acético gerado 2,88% 3,64% 3,39% 3,30% 
% Furfural formado gerado 6,73% 11,63% 9,78% 9,38% 
     
% Total ácidos orgânicos gerado 14,83% 17,56% 16,13% 16,17% 
% Total aldeídos furânicos gerado 10,13% 15,85% 13,85% 13,28% 
Total inibidores gerado 
 
24,96% 33,41% 29,97% 29,45% 
 
Os ácidos orgânicos presentes na Tabela 6.2 referem-se ao ácido acético e ácido 
fórmico. O ácido acético, formado pela hidrólise do grupo acetil presente na hemicelulose, 
permanece majoritariamente no licor e uma parte foi detectado no condensado devido ao 
arraste pelo vapor. O ácido fórmico, formado pela degradação do furfural e HMF, foi 
quantificado no licor de pré-tratamento. A quantidade total de ácidos orgânicos gerado e 
liberado por reação é de 16,17% ± 1,36%. Os aldeídos furânicos foram detectados na fração 
líquida como HMF e furfural e no condensado, somente como furfural. A quantidade total de 
aldeídos furânicos gerado por reação foi de 13,28%± 2,9%. Portanto, a quantidade total de 
componentes inibitórios quantificados por reação no pré-tratamento é na média de 
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29,45%±4,25%. Em geral, pode-se dizer que o pré-tratamento hidrotérmico a 190°C, 10 min. 
e 10% de sólidos foi efetivo para a solubilização das hemiceluloses com pouca geração de 
inibidores e elevada recuperação de celulose na fração sólida. 
 
 
Figura 6.9 Sólidos solúveis e pH da água de lavagem em função do número de lavagens 
 
A fração sólida, após o pré-tratamento, foi lavada com água 6 vezes na centrífuga 
de cesto. A quantidade de água total utilizada em cada reação foi de aproximadamente 400 L. 
A lavagem da celulignina com água é necessária para recuperar os sólidos solúveis 
impregnados em sua superfície (SANTUCCI et al., 2015). A Figura 6.9 apresenta os sólidos 
solúveis expressos em ° brix e o pH da água de lavagem em função do número de lavagens da 
celulignina. Nota-se que o valor de pH foi crescente com número de lavagens e o °brix 
praticamente estabilizou na 5ª lavagem. 
 
Foram produzidos no total aproximadamente 240 L de hidrolisado celulósico a 2,8 
°brix. Os seus principais componentes estão apresentados na Tabela 6.3. A concentração de 
glicose foi abaixo do valor apresentado no Capítulo 4 (47,25 g/L).  
 
Tabela 6.3 Principais componentes do hidrolisado celulósico  
Glicose 
(g/L) 
Xilose  
(g/L) 
Ácido acético 
(g/L) 
14,70 1,68 0,169 
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A concentração de glicose foi menor que o resultado anterior em consequência 
das mudanças de parâmetros na hidrólise enzimática, como equipamento e modo de 
operação. Utilizou-se porcentagem de sólidos menor (10%) que o anterior (20%), um reator 
de mistura vertical e foi conduzido em modo intermitente com descarregamento e 
alimentação parciais.  
 
Nas reações anteriores foi utilizado um reator horizontal de 20 L com pás 
inclinadas que favorecem principalmente no início da reação no qual a fase sólida é de difícil 
homogeneização. Já o reator de mistura vertical de 350 L apresentou dificuldade de 
homogeneização. Consequentemente prejudicou o controle de pH, no início da reação 
indicava um valor em torno de 6,8 e foi injetado solução de H2SO4 em excesso. Em 9 horas 
indicava um valor de 3,4 e foi adicionado solução de NaOH. Assim, houve um excesso de ácido 
e base adicionado que prejudicou o desempenho da hidrólise enzimática. Entretanto, apesar 
da baixa conversão foi produzido glicose suficiente para 10 fermentações. Cabe justificar que 
se optou pelo uso do reator de mistura vertical de 350 L por razões de escala do processo. 
Seria inviável fazer inúmeras hidrólises em um reator de 20 L. Os rendimentos do pré-
tratamento, hidrólise enzimática e fermentação estão apresentados adiante. 
 
O hidrolisado celulósico foi concentrado com o objetivo de produzir um vinho de 
no mínimo 8,5% (v/v) ou 67 g/L de etanol, considerando-se 90% de rendimento, para 
reproduzir as condições da fermentação em batelada alimentada em biorreator de 2 L. Foram 
gerados 15,3 L de hidrolisado celulósico a 26,5 °brix e sua composição está apresentada na 
Tabela 6.4.  
 
Tabela 6.4 Composição do hidrolisado celulósico concentrado 
Glicose 
(g/L) 
Xilose 
(g/L) 
Glicerol 
(g/L) 
Etanol 
(g/L) 
Ác. lático 
(g/L) 
Ác. fórmico 
(g/L) 
Ác. acético 
(g/L) 
HMF 
(g/L) 
Furfural 
(g/L) 
212,294 11,692 0,097 0,092 0,310 0,013 0,715 0,092 0,002 
 
Houve uma concentração de quase 15 vezes em relação a glicose. O ácido acético 
nas condições da evaporação (80°C e vácuo de 475 mmbar) volatilizou-se e saiu com a 
corrente de condensado do evaporador. A concentração tem sido aplicada na detoxificação 
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de hidrolisado hemicelulósico que apresenta uma quantidade maior de ácido acético 
(MUSSATTO; ROBERTO, 2004). A concentração de HMF, furfural e ácido acético no hidrolisado 
concentrado estão bem abaixo do valor reportado na literatura como inibidores na 
fermentação alcoólica.  
 
As Figuras 6.10 a), b) e c) ilustram o ciclo da fermentação nas etapas de tratamento 
ácido, alimentação de substrato e esgotamento de açúcares. Foi observado uma elevada 
formação de espuma durante o tratamento ácido e pode estar relacionada ao complexo 
enzimático. 
 
   
Figura 6.10 Fermentação alcoólica a) Tratamento ácido b) Alimentação c) Esgotamento  
 
A Figura 6.11 apresenta os perfis de ART, células e etanol das 10 fermentações 
alcoólicas com reciclo de células. Os dados apresentados de ART e etanol correspondem aos 
dados obtidos por HPLC. Os açúcares estão expressos em ART devido a complementação com 
melaço de cana-de-açúcar em 8% (m/m) que contém sacarose, glicose e frutose.  
 
Os perfis apresentados são típicos de fermentação em batelada alimentada, com 
alta concentração de células no início que corresponde à suspensão de células (pé-de-cuba), 
após o tratamento ácido, seguida de queda devido à diluição pela alimentação do substrato. 
A diluição de células até 4 horas não é exatamente linear devido ao seu crescimento. Observa-
se um pico nas curvas de ART que foi provocada pelo bombeamento em uma rotação maior 
do restante de substrato no fundo do frasco, provavelmente o valor seria próximo de zero. 
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Figura 6.11 Perfis das fermentações alcoólicas com reciclo de células 
 
A estratégia da batelada alimentada para maximizar a produtividade é utilizada 
para evitar inibição pelo substrato no início da fermentação se fosse batelada pura, e 
minimizar a produção de glicerol que está associado à pressão osmótica.  
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De forma geral, as taxas de conversão de açúcares a etanol foram reproduzidas 
similarmente em todos os ciclos. Houve uma variação na concentração inicial de células entre 
65 a 80 g/L. A concentração de ART durante a alimentação do mosto não ultrapassou 10 g/L e 
indica que o tempo de alimentação poderia ser menor que 6 horas. O Ciclo 1 iniciou com uma 
concentração de etanol menor (8,0 g/L) que os demais (15 a 20 g/L) pelo fato de vir de um 
cultivo celular com baixa produção de etanol. Os demais vieram de uma sequência de 
fermentação alcoólica com reciclo de células. Portanto, os demais componentes do vinho 
presente na massa celular são também reciclados em uma taxa de 0,3. 
 
Os açúcares e etanol foram monitorados durante as fermentações por MIR. Os 
valores obtidos estavam superestimados quando comparados às análises por HPLC. Este 
desvio foi devido ao uso de curvas de calibração que foram construídas com amostras de 
matrizes diferentes, no caso caldo e melaço de cana-de-açúcar. Isso mostra que a calibração 
do MIR é muito sensível à mudança de matriz. Assim, seria prudente ter construído novas 
curvas de calibração. No entanto, dispenderia um número elevado de amostras em uma faixa 
quantitativa representável. Para ilustrar esse desvio, a Figura 6.12 mostra os desvios para os 
açúcares e etanol do Ciclo 5.  
 
 
Figura 6.12 Comparação dos resultados obtidos por MIR, HPLC e refratômetro 
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A Figura 6.12 mostra que os valores obtidos por MIR estão superestimados para 
açúcares e etanol. Duas ações não foram possíveis de serem detectadas: a alimentação em 
um tempo menor e aumento da concentração do substrato para produzir um vinho de 8,5% 
(v/v) ou 67 g/L de etanol. Além dos resultados fornecidos pelo MIR, os valores de sólidos 
solúveis durante a fermentação estiveram na faixa de 7 e 8 °brix que levou à um julgamento 
errôneo. 
 
A Figura 6.13 apresenta o desempenho fermentativo em termos de produtividade 
de etanol, rendimento e viabilidade celular. 
 
 
Figura 6.13 Desempenho dos 10 ciclos de fermentação alcoólica 
 
O rendimento por subprodutos calculado pela Equação 4.3 ficou em torno de 90%. 
A produtividade de etanol foi de 6,6 a 7,3 g/L.h, apesar das 8 horas de fermentação que 
poderiam ser entre 4 e 6 horas. Esses resultados mostram que a fermentação com hidrolisado 
celulósico suplementado com melaço apresenta desempenho fermentativo equivalente à 
uma fermentação convencional de primeira geração. Pode-se atribuir esses bons resultados 
ao melaço. Pois os resultados apresentados no Capítulo 5 mostraram que a fermentação de 
hidrolisado sem suplementação é inviável em fermentação com reciclo de células. Esses 
resultados somente confirmaram o potencial benéfico do melaço como uma fonte de 
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suplementação de sais e outras vitaminas. Os sais são importantes para tamponar o meio para 
evitar queda excessiva de pH durante a fermentação devido à formação de grupos de acetato. 
 
A viabilidade celular manteve-se em torno de 98% nos 4 primeiros ciclos e nos 
demais em torno de 93% mostrando uma estabilização nesse valor. Esta queda de viabilidade 
pode ser atribuída à adaptação ao meio e a própria flutuação na contagem de células.  
 
Em relação ao aspecto morfológico da levedura, observa-se que não foi observado 
alteração quando comparado o Ciclo 1 e 10, conforme mostra a Figura 6.14. Notam-se células 
adultas e novas viáveis, células não inviáveis e brotos. A taxa de brotamento médio foi de 
6,1%, um valor abaixo do comumente encontrada nas usinas de 20% no início da safra e média 
de 12% no período restante da safra (ANDRIETA, 2011). 
 
  
Figura 6.14 Microscopia de leveduras em fermentação com reciclo celular de hidrolisado 
a) Ciclo 1 b) Ciclo 10 
 
O vinho total que correspondente à somatória de todos os ciclos foi destilada. O 
vinho apresentava uma concentração de etanol de 59,09 g/ L ou 7,5 % (v/v). O volume total 
de vinho produzido foi de 15,3 L, portanto correspondem a 1,21 L de etanol hidratado (94 % 
v/v) ou 1,15 L de etanol 100%. Esse valor corresponde a conversão de 16,20 L de etanol 
hidratado por tonelada de bagaço em base seca ou 2,27 L/t cana, considerando um valor 
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corrente de 140 kg bagaço/ t cana (SANTOS et al., 2012). Esses resultados estão apresentados 
na Tabela 6.5. 
 
Tabela 6.5 Produção de etanol  
Volume vinho Conc. etanol Etanol produzido Produção específica 
15,3 L 59,09 g/L 1,15 L 16,2 L/t bagaço 2,27 L/t cana 
 
Esses resultados mostram que estão muito aquém da conversão segundo 
perspectiva de Milanez et al. (2015). A expectativa dos autores é incrementar a produção de 
etanol em até 37 L/t cana em uma planta integrada de primeira e segunda geração.  
 
O valor levantado no item 2.8.3 do Capítulo 2, de produção de E2G a partir do 
atual estágio de desenvolvimento da tecnologia corresponderia a 149,3 L etanol/t bagaço ou 
20,9 L etanol/t cana.  Portanto, o valor experimental obtido nas condições apresentadas foi 
muito abaixo do valor esperado. Especificadamente foi devido à etapa de hidrólise que 
apresentou um rendimento muito baixo como mostrado em seguida. 
 
Foram determinados os rendimentos das etapas principais segundo ilustrado na 
Figura 6.15 e segundo os limites:  
 
 PT: Rendimento da etapa de pré-tratamento incluso operações de separação 
e lavagem, considerando balanço de celulose teórica e experimental; 
 HE: Rendimento da etapa de hidrólise enzimática incluso operações de 
separação e evaporação, considerando balanço de celulose convertida em 
glicose teórica e experimental; 
 FE: Rendimento da etapa de fermentação considerando balanço de glicose 
convertida em etanol teórica e experimental; 
 DE: Rendimento da etapa de destilação considerando o etanol do vinho e o 
etanol final recuperado na fração hidroalcoólica. 
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Os círculos destacados na Figura 6.15 representam as amostras analisadas para o 
cálculo, e as linhas tracejadas representam o limite do cálculo dos rendimentos. 
 
 
Figura 6.15. Ilustração dos limites dos rendimentos calculados 
 
Tabela 6.6 Resultados dos rendimentos 
PT HE FE DE
85,19% 12,14% 91,19% 91,30% 
 
A Tabela 6.6 apresenta os resultados dos rendimentos em cada limite apresentado 
na figura anterior. O valor de PT  representa a quantidade de celulose presente na celulignina 
dividida pelo valor de celulose presente na massa de bagaço utilizada. O valor global obtido 
que é a massa de celulignina dividida pela massa de bagaço é de 61%, valor próximo aos 
valores citados na literatura. Já o valor de HE considerou a conversão de celulose em glicose, 
propriamente dita conversão de hidrólise, há perdas da glicose com a borra, e perdas durante 
a separação e evaporação.  
 
O valor de HE obtido é bem abaixo do valor esperado, mas deve-se sobretudo a 
inadequação do tipo de reator para hidrólise e condições operacionais que não foram 
apropriadas para obter uma homogeneização principalmente no início da reação que 
dificultou o controle de pH e, também por tratar-se de um experimento único cujo objetivo 
principal foi produzir material para avaliar a fermentação alcoólica com reciclo. No caso de 
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um estudo para avaliação de aumento de escala da hidrólise enzimática seria necessário 
avaliar bem as condições operacionais de agitação versus torque, distribuição e 
homogeneização da massa e da temperatura, e medição de pH em mais de um ponto. O 
rendimento da fermentação já foi apresentado anteriormente e o rendimento da destilação 
é menor que o valor típico industrial em torno de 99,5%. 
 
Os resultados da destilação do vinho estão apresentados a seguir. Ressalta-se que 
neste trabalho, o objetivo principal da destilação foi caracterizar as correntes do produto que 
no caso são as soluções hidroalcoólicas e o efluente, a vinhaça. 
 
Foram retiradas 5 frações de destilado, ilustradas na Figura 6.16, a diferença das 
frações 3, 4, e 5 foi a sensibilidade do controle da temperatura que se tornou menos sensível 
e de difícil controle conforme o empobrecimento do vinho. De acordo com a Figura 6.16, 
visualmente a fração 1 é esbranquiçada e a fração 2 é límpida com tonalidade marrom. Já as 
frações 3, 4 e 5 são bem límpidas. 
 
 
Figura 6.16 Frações de destilado de vinho de fermentação 
 
O volume de destilado, teor alcoólico, e a faixa de temperatura em que foi retirado 
estão apresentados na Tabela 6.7. O produto de fundo, a vinhaça, continha 1,94 % (v/v) de 
etanol e a sua caracterização realizada em duplicata está apresentada na Tabela 6.10 adiante. 
As frações 2 e 3 corresponderam às frações mais ricas em etanol, entretanto as demais frações 
também apresentam uma quantidade considerável de etanol.  
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Tabela 6.7 Frações de destilados de vinho de fermentação alcoólica de hidrolisado celulósico 
Identificação Temperatura (°C) Volume (mL) % Etanol (v/v) 
Fração 1 Ambiente – 38 110 33,45 
Fração 2 38 – 72 524 81,78 
Fração 3 72 - 80 440 79,5 
Fração 4 72 - 80 500 43,9 
Fração 5 72 - 80 120 13,06 
 
A Tabela 6.8 apresenta a caracterização das frações hidroalcoólicas 3 e 4 e estão 
comparados aos principais parâmetros de etanol hidratado combustível segundo a 
regulamentação da Agência Nacional do Petróleo (ANP), resolução ANP N° 19, de 15.04. 2015 
– DOU 16.04.2015 – Republicada DOU 17.04.2015 – Republicada DOU 20.04.2015. Observa-
se que a acidez, condutividade, pH, teste de Barbet e metanol da Fração 3 são próximos aos 
valores regulamentados. Assim, extrapolando-se esses resultados pode-se inferir que o etanol 
que seria produzido atenderia as normas. No entanto, o teor de enxofre e sódio estão acima 
do valor regulamento e deve-se ao desajuste de pH na hidrólise enzimática 
 
Tabela 6.8. Comparação dos resultados com a especificação regulamentada pela ANP (2015) 
Parâmetro Unidade Fração 3 Fração 4 ANP 
Cor  - < 20 < 20 5 
Aspecto - Límpido com 
impurezas 
Límpido com 
impurezas 
Límpido e isento 
de impurezas 
Acidez total mg/ L 29,3 51,1 30 (máx.) 
Condutividade elétrica S/ m 312 980 300 (máx.) 
pH  5,6 4,9 6,0 - 8,0 
Teste de Barbet minutos < 1 < 1 Não consta 
Teor de sódio mg/ kg 2,7 0,9 2,0 (máx.) 
Teor de enxofre mg/ kg < 3,5 < 3,5 Não consta 
Etanol  % volume 79,5 43,9 92,5 - 94,6 
Metanol % volume < 0,03 < 0,03 0,5 (máx.) 
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Os demais álcoois, acetaldeídos e acetona foram quantificados para todas as 
frações conforme mostra a Tabela 6.9, exceto a fração 1, pois a quantidade era insuficiente 
para a determinação analítica. 
 
Tabela 6.9. Quantificação dos demais álcoois, acetaldeído e acetona 
Componente Ponto de ebulição (°C) 
Fração 2 
(mg/kg) 
Fração 3 
(mg/kg) 
Fração 4 
(mg/kg) 
Fração 5 
(mg/kg) 
Butanol  78,37 65 34,4 3,8 < 10 
3-Metilbutanol 
(álcool isoamílico) 
64,7 1086 41,3 5,0 21 
Propanol 117,5 772 500 95 28 
2-Metilpropanol 131,6 1960 602 36,6 38 
Acetaldeído 97,2 425 60 31 < 50 
Acetal 108 42 < 10 12,2 < 16 
Acetona 20,2 26 < 10 < 10 < 10 
Acetato de etila 102,7 207 10,5 < 10 < 10 
 
Na destilação realizada em batelada todos os voláteis são condensados e uma 
parte retorna à coluna pelo refluxo. Diferentemente da destilação fracionada contínua como 
nas usinas, com retiradas dos produtos em vários pontos de acordo com os pontos de ebulição 
correspondente. Em que a fração rica em etanol é retirada no topo da coluna em estágio 
anterior aos voláteis, como propanol e 3-metilpropanol. Há uma retirada intermediária do 
óleo fúsel.  
 
Alvarez et al. (2013) realizou uma destilação de vinho de fermentação de E1G no 
mesmo sistema de destilação utilizado. Na fração aproximadamente similar com 40 minutos 
de destilação obtiveram: 80% (m/m) de etanol, 1,5% (m/m) de 3-metilbutanol, 22,5 mg/L de 
acetaldeído, 7 mg/L de acetona, 30 mg/L de acetato de etila, 70 mg/L de n-propanol, 325 mg/L 
de 2-metilpropanol, 6 mg/L de n-butanol. Comparando-se esses dados com os dados obtidos 
correspondente a Fração 3, observa-se uma diferença pronunciada de n-propanol e n-butanol, 
dois álcoois superiores presentes no óleo fúsel, maiores no destilado obtido de E2G. Já as 
concentrações de álcool isoamílico e acetona são similares.  
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A Tabela 6.10 apresenta a caracterização da vinhaça E2G. Os teores de sódio e 
sulfato estão muito acima dos valores citados na literatura. Deve-se ao desajuste operacional 
como já discutido anteriormente.  
 
Tabela 6.10. Caracterização da vinhaça E2G 
Parâmetro  Unidade  Resultado 
Cálcio mg/L 404 ± 2 
Cobre mg/L 0,024 ± 0,001 
DBO  mg/L 25.049 ± 4 
DQO mg O2/L 54.062 ± 26 
Fenóis totais mg/L < 0,010 
Ferro mg/L 26 ± 1 
Fósforo total mg/L 128 ± 4 
Magnésio mg/L 211 ± 1 
Manganês mg/L 7,315 ± 0,004 
Molibdênio mg/L 0,230 ± 0,001 
Níquel mg/L 6,11 ± 0,08 
Nitrogênio amoniacal total  mg  NH3 - N L 28,1 ± 0,4 
Nitrogênio total mg N/L 108,60 ± 0,35 
Potássio mg/L 1.194 ± 1 
Selênio mg/L < 0,005 
Sódio  mg/L 10.752 ± 18 
Sólidos totais mg/L 62.490 ± 86 
Sólidos totais fixos mg/L 43.852 ± 83 
Sólidos totais voláteis mg/L 18.638 ± 59 
Sólidos suspensos totais mg/L 366 ± 3 
Sólidos suspensos fixos mg/L < 8,3 
Sólidos suspensos voláteis  mg/L 366 ± 3 
Sólidos dissolvidos totais mg/L 62.124 ± 5 
Sólidos dissolvidos fixos mg/L 43.852 ± 197 
Sólidos dissolvidos voláteis mg/L 18.272 ± 193 
Sulfato mg/L 24.870 ± 100 
Zinco mg/L 0,500 ± 0,003 
Magnésio mg/L 211 ± 0,004 
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Na Tabela 6.11 estão os principais parâmetros em comparação com os valores 
reportados por Petrobras (2012) e Wilkie et al. (2000). De forma geral, a vinhaça de E2G pouco 
difere da vinhaça atual de E1G. A quantidade de matéria orgânica em termos de DBO e DQO 
estão dentro dos valores de vinhaça de fermentação de licor celulósico e menores quando 
comparados com os valores de vinhaça de fermentação de caldo de cana-de-açúcar, e maiores 
quando comparados com os valores de vinhaça de fermentação de melaço de cana-de-açúcar. 
 
Tabela 6.11. Principais parâmetros da vinhaça comparados com valores da literatura 
Parâmetro Un.  Este trabalho Petrobras (2012) Wilkie et al. (2000) 
Matéria-prima  Celulósica Celulósica Celulósica Caldo Melaço 
DBO  mg/L 25.049 31.500 - 87.700 27.600 16.700 39.000 
DQO mg 
O2/L 
54.062 75.800 - 
109.700 
61.300 30.400 84.900 
Fósforo mg/L 128 101 28 130 187 
Nitrogênio total mg N/L 108,60 205 - 462 2.787 628 1.229 
Potássio mg/L 1.194 40 - 88 39 1.952 5.124 
Sulfato mg/L (*) 14,60 - 122 651 1.356 3.478 
(*) O valor não é apropriado para fins de comparação. 
 
6.4. Conclusões 
 
O desempenho da fermentação alcoólica com reciclo de células com substrato 
composto majoritariamente por hidrolisado celulósico suplementado com melaço de cana-
de-açúcar mostrou-se similar à fermentação E1G e ligeiramente melhor que a fermentação 
E1G2G avaliada neste trabalho. Portanto, os resultados sugerem a factibilidade de 
implementar tal processo com êxito em uma planta de segunda geração autônoma ou que 
pode operar durante a entressafra, no caso de disponibilidade de matéria prima. 
Adicionalmente, a qualidade do produto final e o do efluente são similares aos produtos atuais 
da planta de primeira geração. E, portanto, não haverá impactos desconhecidos na 
fertirrigação da vinhaça de E2G. 
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6.5. Considerações Finais 
 
A taxa de brotamento observado nos experimentos foi abaixo dos valores 
observados na indústria e isto poderá acarretar um problema operacional. A taxa de 
brotamento deve ser capaz de repor a perda durante a centrifugação, como discutido no 
Capítulo 4 deste trabalho. Somado aos resultados do comportamento da levedura em 
fermentação E1G2G, foi proposto um estudo na etapa de tratamento de células que está 
apresentado em seguida com o objetivo de desenvolver uma solução robusta para a 
implementação da fermentação de hidrolisados de biomassas. 
 
O desempenho da fermentação E1G foi comparativamente melhor que a 
fermentação E1G2G devido ao modo em operação em batelada alimentada que reduziu a 
exposição aos inibidores de uma única vez como na batelada. Além disso, o melaço apresenta 
outros minerais que contribuíram para a manutenção da produtividade de células. 
 
As etapas de produção de hidrolisado celulósico no atual estágio de 
desenvolvimento demandam por melhorias de processos e equipamentos para atingir 
maiores conversões e rendimentos. 
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CAPÍTULO 7 
 
 
ESTUDO DO TRATAMENTO DE CÉLULAS  
 
 
Este capítulo aborda o estudo do tratamento de células e seu estudo de um 
modelo matemático para inserção na plataforma EMSO (Environment for Modeling, 
Simulation, and Optimization). O estudo do tratamento de células abordou o tratamento ácido 
praticado na indústria, e o tratamento de reativação celular proposto por CNPEM (2012). O 
estudo cinético foi importante para representar matematicamente o novo tratamento de 
células proposto. Os resultados da investigação das condições do tratamento ácido foram 
apresentados no evento 2nd Brazilian Bioenergy Science and Technology Conference (BBEST), 
20 – 24 de outrubro de 2014, Campos do Jordão, São Paulo, Brasil. 
 
 
7.1. Introdução 
 
Este trabalho teve por objetivo investigar o tratamento celular composto por uma 
etapa de tratamento ácido seguida de uma segunda centrifugação, e uma etapa de reativação 
celular. Esse tratamento celular foi proposto para fermentação de alto teor alcoólico com 
reciclo de células (CNPEM, 2012) com o objetivo de restauração catalítica e restauração da 
membrana celular da levedura para preservar as taxas cinéticas e assim manter elevado 
rendimento e produtividade ao longo da safra.  
 
O objetivo do tratamento ácido é promover a dispersão de células floculadas 
devido principalmente à contaminação bacteriana (LUDWIG; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001), 
detoxificação intracelular através da lavagem de células e controlar a contaminação 
bacteriana (CNPEM, 2012). 
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Os parâmetros do tratamento ácido (pH e temperatura) foram avaliados por um 
planejamento fatorial completo estrela. Os parâmetros da reativação celular (carbono, fonte 
de nitrogênio, potencial de oxi-redução e temperatura) foram avaliados por um planejamento 
fatorial fracionado. 
  
7.2. Materiais e Métodos 
 
São apresentados os planejamentos experimentais e descritivos dos materiais e 
métodos dos experimentos de tratamento ácido e reativação celular. 
 
7.2.1. Tratamento ácido 
 
Planejamento experimental 
 
O planejamento fatorial completo estrela ou planejamento composto central, em 
valores codificados e reais, está apresentado na Tabela 7.1. A faixa de pH foi definida entre 
2,0 e 3,5 e a faixa de temperatura entre 24 e 36°C, e tempo fixado em 2 horas. A variável-
resposta escolhida foi a porcentagem de dispersão celular. 
 
As condições experimentais e os métodos de quantificação da dispersão células 
foram avaliados previamente. 
 
Tabela 7.1 Planejamento fatorial completo estrela com dois pontos centrais  
Experimento 
pH Temperatura (°C) pH Temperatura (°C) 
Valores codificados Valores reais 
1 -1,00 -1,00 2,05 26 
2 -1,00 1,00 2,05 34 
3 1,00 -1,00 3,25 26 
4 1,00 1,00 3,25 34 
5 -1,41 0,00 1,80 30 
6 1,41 0,00 3,50 30 
7 0,00 -1,41 2,65 24 
8 0,00 1,41 2,65 36 
9 (c) 0,00 0,00 2,65 30 
10 (c) 0,00 0,00 2,65 30 
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Micro-organismo 
 
Na primeira parte do desenvolvimento desse capítulo foi utilizado o Lactobacillus 
fermentum ATCC 0559 proveniente do Instituto Tropical (Campinas, SP) para induzir a 
floculação. Esse micro-organismo foi reportado por Ludwig, Oliva-Neto, Angelis (2001) como 
uma das principais cepas contaminantes na usina que provocam floculação. Foram utilizadas 
leveduras proveniente da Usina Iracema (Iracemápolis, São Paulo). O material foi coletado 
após a centrifugação na cuba de tratamento ácido. 
 
Cultivo 
 
O inóculo de L. fermentum foi realizado em frasco Erlenmeyer de 500 mL em um 
volume útil de 100 mL que foi incubado em um incubador orbital Innova 44 (New Brunswick, 
EUA) a 150 rpm e 35°C durante 48 horas. O meio foi formulado com: 10 g/L de triptona, 10 
g/L de bacto peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de glicose, 1,0 g/L de Tween 80, 2,0 
g/L de citrato de amônio, 0,60 g/L de ureia, 2,28 g/L de acetato de sódio, 3,0 g/L KH2PO4, 0,10 
de MgSO4.7H2O, 0,05 de MnSO4.H2O. Esta formulação foi baseada em Li et al. (2013). 
 
O cultivo de L. fermentum foi realizado em anaerobiose em biorreator de 2 L (New 
Brunswick, EUA) a 35°C, 100 rpm, com ajuste de pH a 6,0 com soluções de H2SO4 e NaOH, 
modo batelada durante 15 horas. Em seguida as células foram recuperadas por centrifugação 
e armazenadas em água peptona 1% refrigerada até o momento dos experimentos. 
 
Para o estudo da reativação foi realizado um cultivo celular, da mesma cepa de 
Saccharomyces cerevisiae aplicada ao longo deste desenvolvimento, para obter a massa 
necessária para iniciar o conjunto de fermentação com reciclo de células. O cultivo foi 
realizado nas mesmas condições descritas no Capítulo 3 deste trabalho. 
 
Testes prévios  
 
Os testes prévios foram realizados em frascos contendo leveduras em solução no 
qual foi incubada por L. fermentum em um agitador orbital. 
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O primeiro teste de validação do método para quantificação da porcentagem de 
floculação foi realizado por leitura da densidade óptica. Após um tempo de inoculação, uma 
alíquota foi transferida aos tubos de ensaio e colocados em repouso. Em seguida realizava-se 
a leitura em um espectrofotômetro UV (LUDWIG; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001). Este método 
mostrou-se moroso e bastante suscetível ao erro de amostragem.  
 
Assim foi testado a medição da viscosidade em um reômetro modelo LVDV-IIIU 
(Brookfield, EUA) para correlacionar com a porcentagem de floculação. Pois durante os testes 
de indução de floculação no biorreator Bioflo 115 (New Brunswick, EUA) observou-se que a 
viscosidade da suspensão celular se alterou visualmente por um aspecto de “leite coalhado” 
logo após a incubação de batérias sendo necessário aumentar a agitação para as células não 
decantarem.  
 
Dessa observação, foram realizados dois testes: 
 
 Teste 1 com suspensão de levedura (pé-de-cuba) da Usina Iracema 
(Iracemápolis, São Paulo); 
 Teste 2 com leveduras cultivada no laboratório com a cepa escolhida neste 
trabalho. 
 
 Os testes foram realizados em frascos Erlenmeyer de 1 L com 600 mL útil em um 
incubador orbital Innova 44 (New Brunswick, EUA) a 180 rpm, 33 °C, e 10 % (v/v) de células. 
As viscosidades foram medidas em temperatura fixa de 30 °C e torque em 30%. Foram 
retiradas 7 amostras correspondentes a: 
 
 Amostra 0: amostra corrigida em pH de 5,0 e incubação de bactérias;  
 Amostra 1: adição de CaCl2. 2H2O; 
 Amostra 2: redução do pH para 3,0 com H2SO4; 
 Amostra 3: amostra com 30 minutos a pH 3,0; 
 Amostra 4: amostra com 60 minutos a pH 3,0; 
 Amostra 5: redução do pH para 2,0 com H2SO4; 
Capítulo 7: Estudo do Tratamento de Células  205 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
 Amostra 6: amostra com 30 minutos a pH 2,0; 
 Amostra 7: amostra com 60 minutos a pH 2,0. 
 
Assim, foi determinado a relação volumétrica de L/B (Levedura/ Bactéria) que 
provoca uma alta floculação. E o método de quantificação também foi validado. Em seguida 
foram realizados os experimentos do planejamento experimental. 
 
Experimentos 
 
Os experimentos do planejamento experimental foram realizados em um 
biorreator Bioflo 115 (New Brunswick, EUA) com pé-de-cuba da Usina Iracemápolis e L/B de 
determinado no teste prévio. Foi adotado um procedimento experimental padrão: 
 
1. Homogeneizar o pé-de-cuba a 200 rpm; 
2. Ajustar o pH em 5,0 com solução de NaOH; 
3. Ajustar a temperatura de acordo com o planejamento; 
4. Amostrar ponto 0 e medir viscosidade em 20 mL, a 30°C e 30% de torque; 
5. Adicionar bactérias e amostrar em seguida; 
6. Ajustar o pH com solução de H2SO4 de acordo com o planejamento, tempo 0; 
7. Amostrar nos tempos de 7, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. Medir a viscosidade 
imediatamente. 
 
7.2.2. Reativação celular 
 
Planejamento experimental 
 
As variáveis foram estudadas segundo um planejamento experimental fatorial 
com 4 variáveis (temperatura (X1), potencial de oxi-redução (X2), concentração de açúcares 
(x3) e fonte de nitrogênio (X4) como mostra a Tabela 7.2. Dessa maneira, foi priorizado um 
levantamento geral para determinar as variáveis mais importantes para compreender o 
comportamento das células e se seria possível mensurar a reativação enzimática. 
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A temperatura foi definida em 30°C e 34°C, potencial de oxi-redução em -50 mV e 
+50 mV, concentração de substrato em 120 g/L e 160 g/L em ART e concentração de nitrogênio 
total em 0,01 g/g de células (base seca) com DAP ou ureia.  
 
Cada experimento correspondia a dois ciclos completos (tratamento ácido, 
centrifugação II, reativação celular e fermentação, centrifugação I) como apresentado na 
Figura 2.9. Os parâmetros de interesse foram variados somente na etapa de reativação 
celular. Os parâmetros nas demais etapas foram mantidos constantes. Os resultados de 
desempenho fermentativo foram avaliados na segunda fermentação de cada experimento.  
 
Tabela 7.2. Planejamento experimental fatorial 24-1   
Exp. X1 X2 X3 X4 X1 (°C) X2 (mV) X3 (g/L) X4 
1 -1 -1 -1 -1 30 -50 120 Ureia 
2 1 -1 -1 1 34 -50 120 DAP 
3 -1 1 -1 1 30 50 120 DAP 
4 1 1 -1 -1 34 50 120 Ureia 
5 1 -1 1 1 34 -50 160 DAP 
6 -1 -1 1 -1 30 -50 160 Ureia 
7 1 1 1 -1 34 50 160 Ureia 
8 -1 1 1 1 30 50 160 DAP 
 
Micro-organismo 
 
No estudo da reativação de células foi utilizada a cepa de levedura descrita ao 
longo deste trabalho. Um cultivo foi realizado nas mesmas condições descritas no Capítulo 3 
deste trabalho. 
 
Fermentação 
 
As condições da fermentação alcoólica foram definidas para prejudicar a atividade 
celular, ou seja, regime batelada, alta concentração de substrato no início e alta concentração 
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de etanol no final mantendo temperatura constante a 33°C.  Nessas condições esperava-se 
uma potencialização do efeito do tratamento celular. No entanto, haveria um baixo 
rendimento fermentativo devido a inibição pelo substrato e produto com consequente 
aumento da produção de glicerol. E alto prejuízo da viabilidade celular. 
 
A concentração de células escolhida foi menor ao processo convencional para 
obter um perfil cinético durante o tratamento celular. Dessa forma, a concentração inicial de 
células no tratamento celular inicial foi definida em aproximadamente 30 g/L (base seca) e 20 
g/L (base seca) na fermentação alcoólica. O substrato foi formulado de acordo com a 
formulação e tratamento descrito no Capítulo 4 deste trabalho, com 79% (m/m) de ART de 
uma calda de açúcar cristal comercial, e o restante do ART com melaço de cana-de-açúcar.  
 
Os ensaios foram realizados em um biorreator Bioflo 115 de 2 L (New Brunswick, 
EUA). Cada ciclo de fermentação iniciou com o tratamento ácido. Os parâmetros do 
tratamento ácido foram fixados na temperatura de 30°C, agitação de 600 rpm e 0,2 L/min de 
ar (somente para manter pressão positiva e evitar contaminação) durante 30 minutos. O pH 
foi ajustado em 2,5 no tempo inicial com uma solução de ácido sulfúrico 2M com auxílio de 
uma seringa através do septo de silicone. Essa condição do tratamento ácido foi determinada 
em função dos resultados obtidos anteriormente por análise estatística. 
 
Em seguida, a suspensão celular foi centrifugada (centrifugação II da Figura 2.9) 
em centrífuga de alta performance Avanti J-26 XP (Beckman Coulter, EUA) com rotor JLA-9100 
a 8.000 rpm (13.225,3 x g), 15 minutos e 20°C. Sob um fluxo laminar, Aeroflux (Aeroglass, 
Brasil), a fase clarificada correspondente à uma água de lavagem ácida foi descartada 
adequadamente e a fase pesada correspondente à um pellet de levedura foi diluída com água 
estéril. 
 
Em seguida foi transferido ao frasco schott para ser bombeado de volta ao 
biorreator. Esse instante corresponde ao início da etapa de reativação com o bombeamento 
do meio contendo substrato, DAP ou ureia, de acordo com o planejamento experimental. 
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Após essa etapa, a fermentação alcoólica propriamente dita iniciava com o 
bombeamento total do substrato e o ajuste dos parâmetros de temperatura a 33°C, 200 rpm, 
sem controle de pH e sem injeção de ar.  
 
O ponto 0 da fermentação foi coletado após 5 min. para garantir que o meio 
estaria totalmente homogeneizado.  O término da fermentação foi definido pela exaustão 
total ou parcial dos açúcares, em seguida o meio foi resfriado a 20°C e bombeado ao frasco 
schott para ser transferido ao frasco de centrífuga para ser centrifugado (centrifugação I da 
Figura 2.9) na mesma condição descrita anteriormente.  
 
O resfriamento do meio fermentado ou vinho foi necessário para evitar a 
formação de vácuo no frasco durante a centrifugação. Em todos os procedimentos de 
bombeamento do meio do biorreator ao frasco schott foram realizados em pressão positiva 
com inserção de ar na vazão de 1,0 L/min para evitar a aspiração de ar externo, pois a saída 
do condensador estava desobstruída.   
 
A malha de controle do potencial de oxi-redução (ORP) regulava a % de nitrogênio 
e a vazão de total (ar + nitrogênio) mantendo a agitação constante em 600 rpm. O aumento 
da % de nitrogênio leva o ORP para valor positivo e o contrário para valor negativo. A vazão 
foi alterada quando o ajuste de % de nitrogênio não foi suficiente para controlar o ORP. 
 
A sonda de capacitância foi instalada em uma posição de menor interferência do 
impelidor e de outras sondas.  O zero do instrumento foi realizado com água antes do início 
de cada ensaio posterior à esterilização do biorreator.  
 
Métodos analíticos 
 
A microscopia tradicional descrita no Capítulo 3 foi realizada em cada ponto 
experimental em um microscópio óptico Eclipse CI-S (Nikon, Japão).  
 
Os açúcares, sacarose e açúcares redutores (glicose e frutose), etanol e glicerol 
foram determinados por espectroscopia de infravermelho médio (MIR) no equipamento 
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Alpha FT-IR (Brucker Optics Inc., EUA) utilizando-se curvas calibradas e validadas com mosto 
de caldo e melaço de cana-de-açúcar, conforme descrito no trabalho de Rivera et al. (2016). 
 
A concentração de células totais (Xtotal) foi determinada por gravimetria e 
concentração de células viáveis (Xv) foi determinada pela multiplicação de Xtotal pela 
porcentagem de viabilidade celular.  
 
Ressalta-se que para cada ensaio do planejamento experimental foram realizados 
2 Ciclos fermentativos consecutivos sendo que as condições avaliadas foram somente na 
etapa de reativação celular e as demais condições foram mantidas constantes.  Ou seja, os 
parâmetros foram avaliados nos dois tratamentos celulares e as variáveis respostas foram 
obtidas na segunda fermentação (rendimento, produtividade, viabilidade e brotamento) após 
um ciclo completo de fermentação e após o segundo tratamento celular. 
 
O rendimento fermentativo () foi calculado a Equação 4.3. A produtividade de 
etanol (QP) foi calculada de acordo com a Equação 3.2. Ambos foram calculados considerando 
volume constante. 
 
As amostras de duas fermentações foram analisadas por HPLC da Central Analítica 
do CTBE conforme descrito no Capítulo 3 deste trabalho. 
 
7.3. Resultados e Discussão 
 
7.3.1. Tratamento Ácido 
 
As imagens obtidas por microscopia óptica estão apresentadas nas Figuras 7.1a, 
7.1b e 7.1c para L/ B de 100, 50 e 25, respectivamente, as quais indicam que L/ B de 100 não 
provocou floculação, mas para L/ B de 50 e 25 ocorreu uma floculação bem nítida com 
aglomeração de muitas células por floco.  
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Figura 7.1 Imagem de microscopia óptica com lente de aumento de 20 x 
a) amostra L/B de 100 b) amostra L/B de 50 c) amostra L/B de 25 
 
  
Figura 7.2 Viscosidade em diferentes graus de floculação  
a) Teste 1 células Usina  b) Teste 2 células cultivadas 
 
Os resultados do teste de correlação de viscosidade com a floculação com pé-de- 
cuba da usina e cultivada estão apresentados nas Figuras 7.2 a) e b).  
 
A viscosidade da amostra 0 que corresponde ao meio corrigido em pH 5,0 e 
incubado com bactérias é maior para o pé de cuba cultivada em condições estéreis e menor 
para o pé de cuba da usina. E logo após a adição de CaCl2.2H2O ocorreu o inverso.  
 
Íons de Ca+2 favorecem a floculação uma vez que atuam na formação de pontes 
entre os aminoácidos de Lactobacillus fermentum e carboidratos das leveduras em pH elevado 
(LUDWIG; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001).  
 
Pode-se dizer que isto ocorreu somente com o Teste 1. Em seguida com redução 
do pH em 3,0 houve a redução da viscosidade e um leve aumento com o tempo de 30 e 60 
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min. A viscosidade reduziu próximo a viscosidade da água quando o pH foi para 2,0 e manteve-
se em 30 e 60 min. Pode-se dizer que pH 3,0 não foi suficiente para total dispersão.  
 
Já para o Teste 2, a adição de CaCl2.2H2O provou a redução de viscosidade, 
contrário ao esperado. Uma hipótese é diferença das condições em que estavam o pé de cuba, 
pois foi cultivada em condições estéreis e não foi extensivamente reciclada em fermentação 
alcoólica diferentemente da usina. O abaixamento para pH de 3,0 no teste 2 provou a redução 
da viscosidade e ficou estável com o tempo. E quando foi para pH de 2,0 houve uma redução 
maior da viscosidade próxima da água e ficou estável com o tempo de 30 e 60 min. Portanto, 
a dispersão das células ocorre completamente em tratamento ácido a pH 2,0 com solução de 
H2SO4 e a viscosidade é uma forma de quantificar esse fenômeno. 
 
A Figura 7.3 a) mostra a microscopia da amostra crua da usina em que já se nota 
presença de flocos com 8 células, a Figura 7.3 b) mostra com a inoculação de bactérias e nota-
se a formação de flocos maiores com cerca de 16 células englobadas com as bactérias, e a 
Figura 7.3 c) mostra com a adição de solução de H2SO4 e vê-se a dispersão dos flocos. Todas 
imagens foram obtidas com lente objetiva de 40 x. 
 
   
Figura 7.3 Imagem de microscopia óptica com lente objetiva de 40 x 
a) Amostra crua b) Após inoculação de 
Lactobacillus F. 
c) Adição de H2SO4 
 
A seguir são apresentados os resultados do planejamento experimental.  
 
A Figura 7.4 mostra a viscosidade dos Experimentos 1 a 10 e uma ampliação da 
imagem no tempo inicial para melhor visualização dos dados. Em geral, todos os experimentos 
iniciaram com um valor alto de viscosidade em cerca de 50 cP. 
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Nos experimentos 1, 2, 5 e 8 ocorreram a redução instantânea de viscosidade e 
correspondem a pH entre 1,8 a 2,65 e temperatura entre 26 e 36 °C. Já no Experimento 7 a 
redução da viscosidade ocorreu lentamente até 60 min e depois ocorreu um leve aumento. 
Nos demais experimentos que correspondem a pH entre 2,65 a 3,50 e temperatura entre 24 
a 34 °C não atingiram valores inferiores a 20 cP. 
 
 
 
Figura 7.4 Viscosidade dos experimentos 1 a 10 com o tempo e ampliação da imagem no tempo 
inicial 
 
 
Figura 7.5 Capacitância em função do tempo para os experimentos 1 a 10 
 
A capacitância correlaciona proporcionalmente com a quantificação das células 
viáveis, na Figura 7.5 são apresentados os dados de capacitância em função do tempo para os 
experimentos de 1 a 10. Em todos experimentos a capacitância diminuiu com o tempo, nos 
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Experimentos 2 e 4 foram mais pronunciadas. Ou seja, pode-se atribuir que o tratamento 
ácido prejudica a porcentagem de células viáveis. 
 
A análise estatística dos dados foram analisados adotando-se duas variáveis 
resposta: taxa de desfloculação (TD) e taxa de inviabilidade celular (TIC). A máxima TD ocorreu 
com pH de 2,05 e temperatura de 34 °C (experimento 2), e a mínima TIC ocorreu com pH de 
2,65 e temperatura de 24 °C (Experimento 7).  A análise estatística foi realizada através do 
software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., EUA). O modelo de regressão de segunda ordem foi 
determinado para as duas variáveis resposta e estão expressas pelas Equações 7.1 e 7.2. 
 
TD = 49, 636 – 28,9932. X1 + 5, 017.x12 + 1, 6718.X2 + 17, 3178 + X22 – 0, 1444.X1.X2  (7.1) 
 
TIC = 3,7194 – 3, 2657.X1+2, 1377.X12+2, 8173.X2 + 1, 4182.X22 – 2, 5552.X1.X2   (7.2) 
 
em que X1 e X2 são valores codificados de pH e temperatura, respectivamente. 
 
  
Figura 7.6 Gráfico de Pareto com valores de TD 
padronizados 
Figura 7.7 Gráfico de Pareto com valores de TIC 
padronizados 
 
Os gráficos de Pareto, considerando um nível de confiança de 90%, (Figuras 7.6 e 
7.7) mostram a magnitude dos efeitos sobre a TD e TIC. Todos os efeitos do fator dividido por 
seus erros padrão (representadas por barras horizontais) são classificadas a partir do maior 
valor absoluto para o menor valor absoluto.  
 
p=0.1
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
1Lby2L
(2)T(L)
pH(Q)
T(Q)
(1)pH(L)
-.017679
.2895008
.6567494
2.266967
-5.0208
p=0.1
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
T(Q)
pH(Q)
1Lby2L
(2)T(L)
(1)pH(L)
2.334731
3.519152
-3.93491
6.13549
-7.11185
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De acordo com a Figura 7.6 o efeito de pH linear (L) é a resposta mais importante 
para TD e tem um efeito negativo se considerar que os valores de efeito são a medida de 
variações na resposta quando os fatores são movidos de um inferior para o nível superior. 
Além disso, T (Q) quadrática tem efeito e interação entre pH e T (Q) relevantes.  
 
O gráfico de pareto da Figura 7.7 mostra que todos os efeitos são estatisticamente 
significativas e os maiores efeitos sobre TIC são os efeitos lineares de pH e T. A análise de 
variância (ANOVA) foi realizada para confirmar que os modelos de regressão de TD e TIC 
(Equações 7.1 e 7.2) possuem significância estatística.  
 
A Tabela 7.3 mostra a análise de variância para TD no qual o primeiro teste F 
(regressão/ resíduo) é maior que o valor tabelado para 90% de confiança, ou seja, o modelo é 
significativo. Já o segundo teste F (falta de ajuste / erro puro) é menor que o valor tabelado 
para 90% de confiança, e significa que o modelo está bem ajustado ou não existe evidência de 
falta de ajuste. Além disso, apresenta um valor alto de variância explicada (R2) de 88,42%. 
Resultados similares foram obtidos para a análise de variância para TIC (Tabela 7.4) que 
confirmam que o modelo de regressão é significativo e está bem ajustado com uma R2 de 
96,70%. 
 
Tabela 7.3 Resultados da ANOVA para o modelo de TD 
Fonte de 
variação 
Soma quadrática Grau de 
liberdade 
Média 
quadrática 
Valor F 
Regressão 8150,692 5 1630,1384 6,1105* 
Resíduo 1067,102 4 266,7755  
Falta de ajuste 1056,430 3 352,1433 32,9969** 
Erro puro 10,672 1 10,672  
Total 9217,794 9   
Valor de F tabelado para 90% de confiança *F5,4(90%)=4,0505 
**F3,1(90%)=53,593 
Porcentagem da variância explicada (R2) = 88,42 
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Tabela 7.4 Resultados da ANOVA para o modelo de TIC 
Fonte de 
variação 
Soma quadrática Grau de 
liberdade 
Média 
quadrática 
Valor F 
Regressão 197,2341 5 39,4468 23,3856* 
Resíduo 6,7472 4 1,6868  
Falta de ajuste 6,7471 3 2,2490 2,2490** 
Erro puro 0,0001 1 0,0001  
Total 203,9813 9   
Valor de F tabelado para 90% de confiança *F5,4(90%)=4,0505 
**F3,1(90%)=53,593 
Porcentagem da variância explicada (R2) = 96,70 
* Teste F para significância estatística de regressão = regressão/resíduo 
** Teste F para falta de ajuste = falta de ajuste/ erro puro 
 
  
Figura 7.8 Gráfico de superfície para TD em 
função do pH e da temperatura 
Figura 7.9 Gráfico de superfície para TIC em 
função do pH e da temperatura 
 
Em seguida foram analisadas as superfícies de resposta ao variar pH e temperatura 
dentro dos limites dos modelos. Os gráficos de superfície foram obtidos mantendo a variável 
de tempo constante em 1 h, pois após esse tempo os valores permaneceram praticamente 
constantes. O gráfico de superfície para TD apresentado na Figura 7.8 é fortemente não linear 
e apresenta um máximo de TD a pH baixo e há pouca interferência a baixa temperatura. A 
Figura 7.9 mostra a superfície de resposta para TIC e indica que para valores de pH próximos 
de 2,65 e temperatura entre 24 e 30 °C resulta em TIC inferior a 3,0 %. Temperaturas abaixo 
e acima desses valores aumentam TIC. 
 
Considerações finais 
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Foi desenvolvido um método para simular as condições de floculação de leveduras 
comumente presente nas usinas e foi correlacionado um método para quantificar o fenômeno 
de dispersão.  
 
As variáveis pH e temperatura interferem no desempenho da dispersão e na 
viabilidade celular. Os modelos de regressão propostos foram estatisticamente significativos 
e bem ajustados.  
 
Baseados nos resultados, foi padronizado uma condição de tratamento ácido para 
o desenvolvimento de processos de fermentação alcoólica com reciclo de células em: 30°C, 
pH de 2,5 e tempo de 30 min. 
 
7.3.2. Reativação celular 
 
Os resultados dos experimentos de avaliação da reativação celular foram divididos 
em resultados experimentais, análise estatística e ajuste cinético. 
 
7.3.2.1. Resultados experimentais 
 
Os resultados experimentais de conversão de açúcares, produção de etanol e 
glicerol foram obtidos por espectroscopia por infravermelho médio com suas respectivas 
curvas calibradas com amostras de matriz similar (caldo e melaço de cana-de-açúcar). A 
concentração de células totais em base seca (Xtotal) foi determinada por gravimetria. A 
concentração de células viáveis (Xv) foi determinada pela multiplicação de Xtotal pela 
porcentagem de células viáveis obtidas através da coloração com solução de azul de metileno 
e contagem em câmara de Neubauer em um microscópio óptico com lente objetiva de 40 x.  
O resultado de Xv foi correlacionado com a capacitância. A partir dessa correlação foi 
determinada a concentração de células viáveis (Xv-corr).  
 
A Figura 7.9 a) apresenta os dados coletados em todos os experimentos. Os dados 
ficaram concentrados em uma faixa restrita de 15 a 30 g/L que resultaram em uma regressão 
linear com R2 de 0,80879. Assim, para melhorar esse ajuste fez-se uma eliminação dos dados 
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experimentais usando como critério de corte os dados que apresentassem erros maiores que 
± 5% em relação a correlação calculada com todos os dados.  O resultado da nova correlação 
é mostrado na Figura 7.9 b) com R2 de 0,98052. Essa equação de ajuste apresentada pela 
Equação 7.3 foi então usada para calcular Xv-corr em todos os experimentos a partir dos dados 
de capacitância.  
 
Xv-corr= -7,3814+1,28621.Capacitância (7.3) 
em que Xv -corr (g/L) representa células viáveis em base seca correlacionadas com capacitância 
(pF/cm). 
 
  
Figura 7.9 Correlação Xv com capacitância 
a) Todos os dados experimentais b) Com filtro de ± 5%  
 
Os perfis experimentais de consumo de ART, produção de etanol e glicerol, células 
totais (Xtotal) e células viáveis (Xv-corr) nas etapas de reativação e fermentação dos 8 
experimentos estão apresentados nas Figuras 7.10 a 7.25. Cada experimento corresponde a 
dois ciclos sucessivos de reativação e fermentação. O tempo de reativação celular variou entre 
5 e horas e o tempo da fermentação variou entre 18 e 24 horas. Ambas as etapas foram 
realizadas em batelada. A cinética da reativação é similar à fermentação com elevada 
produção de etanol parcialmente associada ao crescimento celular.   
 
Na reativação celular a concentração de células viáveis (Xv-corr) após 2 horas 
permanece praticamente constante enquanto que Xtotal continua crescente. Este fato sugere 
que nem toda célula com membrana danificada corresponde à uma célula não-viável. A 
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membrana celular das leveduras pode estar fragilizada devido à desidratação pelo etanol e 
ainda continuar metabolicamente ativa. Assim, pelo princípio da sonda de capacitância Aber, 
a célula com a membrana danificada não formaria um capacitor e corresponderia à uma célula 
não-viável. Da mesma maneira, pelo princípio da coloração com solução de azul de metileno 
em que a célula não-viável colore-se devido a perda da permeabilidade seletiva.  
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.10 Perfis experimentais da reativação celular do Experimento 1 (30°C, -50 mV, 120 g/L, ureia) 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
  
 
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.11 Perfis experimentais da fermentação alcoólica do Experimento 1 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
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Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.12 Perfis experimentais da reativação celular do Experimento 2 (34°C, -50 mV, 120 g/L, DAP) 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.13 Perfis experimentais da fermentação alcoólica do Experimento 2 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.14 Perfis experimentais da reativação celular do Experimento 3 (30°C, +50 mV, 120 g/L, DAP) 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
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Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.15 Perfis experimentais da fermentação alcoólica do Experimento 3 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
  
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.16 Perfis experimentais da reativação celular do Experimento 4 (34°C, +50 mV, 120 g/L, ureia) 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.17 Perfis experimentais da fermentação alcoólica do Experimento 4 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
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Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.18 Perfis experimentais da reativação celular do Experimento 5 (34°C, -50 mV, 160 g/L, DAP) 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.19 Perfis experimentais da fermentação alcoólica do Experimento 5 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.20 Perfis experimentais da reativação celular do Experimento 6 (30°C, -50 mV, 160 g/L, ureia) 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
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Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.21 Perfis experimentais da fermentação alcoólica do Experimento 6 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.22 Perfis experimentais da reativação celular do Experimento 7 (34°C, +50 mV, 160 g/L, ureia) 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.23 Perfis experimentais da fermentação alcoólica do Experimento 7 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
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Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.24 Perfis experimentais da reativação celular do Experimento 8 (30°C, +50 mV, 160 g/L, DAP) 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
 
  
Xtotal Xv-corr  ART  Etanol Glicerol (g/L) 
Figura 7.25 Perfis experimentais da fermentação alcoólica do Experimento 8 
a) 1°Ciclo      b) 2° Ciclo 
 
As amostras do 2º Ciclo de fermentação alcoólica do Experimento 1 e Experimento 
2 foram analisados por HPLC para analisar o comportamento cinético de consumo de 
sacarose, glicose e frutose, e conferir os demais dados com os dados obtidos anteriormente 
por infravermelho. A Figura 7.26 apresenta o perfil do Experimento 1 e a Figura 7.27 apresenta 
o perfil do Experimento 2. Comparando-se ambas com as Figuras 7.11 b) e 7.13 b) nota-se que 
a concentração de glicerol determinado por HPLC é cerca de 36% menor ao analisado por 
infravermelho. Da mesma forma, o etanol final foi superestimado em aproximadamente 9% e 
o ART residual foi bem subestimado. Entretanto, o comportamento do consumo de açúcares 
e produção de etanol a partir das análises por HPLC e infravermelho são bem similares. 
 
Capítulo 7: Estudo do Tratamento de Células  224 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
Em relação ao consumo de açúcares, a sacarose é rapidamente invertida. No caso 
do Experimento 1 ocorreu antes de 3 horas, enquanto no Experimento 2 ocorreu após 4 horas. 
Em ambos os experimentos, a glicose é preferencialmente consumida em relação à frutose, 
como esperado. 
 
Observa-se que a queda de concentração de células no Experimento 1 ocorreu a 
partir de 100 g/L de etanol diferentemente do Experimento 2. A condição da reativação celular 
do Experimento 1 foi a 30°C, -50 mV, 120 g/L de ART e ureia. E a condição do Experimento 2 
foi a 34°C, -50 mV, 120 g/L ART e DAP. Assim, a variável foi a fonte de nitrogênio combinado 
com a temperatura. Sugere-se que DAP por conter além de nitrogênio, fósforo, contribuiu 
para a preservação celular protegendo-a da desidratação pelo etanol. 
 
 
Figura 7.26 Perfil do 2º Ciclo de fermentação do Experimento 1 (reativação a 30°C, -50 mV, 120 g/L, 
DAP) 
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Figura 7.27 Perfil do 2º Ciclo de fermentação do Experimento 2 (reativação a 34°C, -50 mV, 120 g/L, 
ureia) 
 
As Tabelas 7.5 e 7.6 apresentam os resultados do desempenho na reativação 
celular e fermentação alcoólica nos dois ciclos consecutivos de cada experimento em termos 
de produtividade de etanol (Qp), conversão à etanol (Yp/s), conversão a células (Yx/s) e 
viabilidade celular (%). Os resultados do 2º Ciclo da fermentação alcoólica foram utilizados 
como as variáveis-resposta da análise estatística que será apresentada adiante. Foi escolhido 
o 2º Ciclo para realçar o efeito da reativação celular após uma fermentação em condições 
desfavoráveis à levedura (alta concentração de ART no início e alta concentração de etanol). 
 
Tabela 7.5 Desempenho da reativação celular Ciclo 1 e Ciclo 2 
Exp. 
Reativação Ciclo 1 Reativação Ciclo 2 
Qp Yp/s Yx/s Viab. Qp Yp/s Yx/s Viab. 
g/(L.h) g/g g/g % g/(L.h) g/g g/g % 
1 11,735 0,442 0,103 80,79 14,720 0,454 0,088 83,86 
2 11,596 0,434 0,105 70,67 15,937 0,470 0,052 73,96 
3 12,854 0,469 0,069 65,27 9,885 0,416 0,096 73,29 
4 9,661 0,388 0,112 62,32 8,455 0,399 0,124 65,09 
5 15,033 0,439 0,065 70,47 15,358 0,466 0,067 75,65 
6 12,901 0,434 0,087 76,72 12,894 0,421 0,071 76,38 
7 11,030 0,364 0,088 76,12 11,560 0,412 0,057 73,33 
8 11,645 0,409 0,086 72,23 13,057 0,435 0,065 78,36 
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Tabela 7.6 Desempenho da fermentação alcoólica Ciclo 1 e Ciclo 2 
Exp. 
Fermentação Ciclo 1 Fermentação Ciclo 2 
Qp Yp/s Yx/s Viab. Qp Yp/s Yx/s Viab. 
g/(L.h) g/g g/g % g/(L.h) g/g g/g % 
1 5,311 0,419 0,031 78,0 4,578 0,425 0,024 82,2 
2 5,192 0,434 0,036 69,5 4,552 0,407 0,029 74,9 
3 4,516 0,372 0,020 66,2 3,971 0,406 0,014 71,0 
4 4,682 0,365 0,018 66,7 4,148 0,385 0,005 65,3 
5 4,069 0,449 0,029 67,2 4,019 0,428 0,034 70,7 
6 4,213 0,420 0,024 76,2 4,256 0,405 0,028 79,0 
7 4,358 0,354 0,015 66,5 4,016 0,389 0,019 69,3 
8 3,911 0,375 0,019 67,7 4,147 0,412 0,025 74,9 
 
De forma geral, há uma tênue diferença nos resultados entre os experimentos e 
não é possível dizer quais das três variáveis principais (temperatura, ORP e fonte de 
nitrogênio) favoreceram o desempenho fermentativo. A variável concentração de ART afetou 
diretamente no tempo necessário para esgotar os açúcares.   
 
Assim, a análise estatística foi realizada para apontar quais condições favorecem 
a reativação de leveduras oriundas de um processo em condições estressantes. Isto é 
importante para analisar qualitativamente quais as variáveis mais significativas e suas 
interações. Em seguida foi possível determinar quantitativamente, mas não foi possível a 
partir desse planejamento determinar os valores ótimos. 
 
7.3.2.2. Análise estatística 
 
A Figura 7.28 mostra que pelo gráfico de Pareto as variáveis temperatura e ORP 
são estatisticamente significativas na resposta viabilidade celular com 90% de confiança 
apresentando um ajuste com R2 de 0,86. Já para as respostas conversão e produtividade não 
são estatisticamente significativas como mostram as Figuras 7.29 e 7.30, apresentaram ajustes 
com R2 de 0,72 e 0,65 respectivamente. Para as três variáveis-resposta não houve efeito 
combinado das variáveis estudadas. 
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Figura 7.28 Gráfico de Pareto para resposta viabilidade celular 
 
 
Figura 7.29 Gráfico de Pareto para resposta conversão 
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Figura 7.30 Gráfico de Pareto para resposta produtividade 
 
As superfícies de resposta estão apresentadas pelas Figuras 7.31 e 7.33, embora 
mostrem somente um indicativo quais variáveis interferem nas respostas. Na Figura 7.31 b) a 
variável fonte de nitrogênio é qualitativa, DAP ou ureia. Dessa maneira, DAP corresponde ao 
valor de 0,32 g/L e 0,12 g/L corresponde à ureia. Essas concentrações correspondem a 0,01 g 
de nitrogênio por g de células em base seca. 
 
  
Figura 7.31 Superfície de resposta para conversão 
a) Em função de ORP e temperatura b) Em função da fonte de N e temperatura 
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Figura 7.32 Superfície de resposta para 
viabilidade em função de ORP e temperatura  
Figura 7.33 Superfície de resposta para 
produtividade ORP e temperatura 
 
As superfícies de resposta sugerem que menor temperatura, ORP negativo e DAP 
contribuem positivamente para conversão, viabilidade celular e produtividade.  
 
7.3.2.3. Ajuste cinético 
 
Em seguida um algoritmo foi utilizado para a construção de um modelo 
matemático para representar as etapas de reativação celular e fermentação. Foi adotado o 
modelo cinético de Atala et al. (2001) para ambas as etapas, pois como mostrado 
anteriormente, a reativação celular tem um comportamento similar à fermentação. 
 
As Equações 7.4 a 7.6 apresentam o equacionamento do balanço de massa 
diferencial dos processos em batelada para células (X), substrato (S) e etanol (P). 
 
Células: 
dX
dt
= rX (7.4) 
Substrato: 
dS
dt
=- rS (7.5) 
Etanol: 
dP
dT
= rP (7.6) 
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O modelo cinético de Atala et al. (2001) estão representadas pelas Equações 7.7 a 
7.9.  Os valores dos parâmetros fixos adotados são: Ks = 4,1 g/L; mp = 0,1 g/(g.h), ms = 0,2 
g/(g.h), m = 1,0 e n = 1,5. 
 
rX= μmax.
S
Ks+S
. exp(-Ki.S) . (1-
X
Xmax
)
m
. (1-
P
Pmax
)
n
.X (7.7) 
rP= Yp/x.rx+ mp.X (7.8) 
rS= 
rX
YX
+ ms.X (7.9) 
 
Os ajustes foram realizados em todos os 8 Experimentos com Xtotal e Xv. Aqui serão 
apresentados os resultados do Experimento 1 e dos demais estão apresentados no Apêndice 
E. 
 
O modelo foi bem ajustado aos dados experimentais como mostram as Figuras 
7.33 e 7.34 usando Xtotal e Xv para os 2 ciclos de fermentação do Experimento 1. O ajuste de 
Xtotal está visualmente melhor ajustado que Xv, visto que o modelo cinético considera Xtotal. 
Nota-se que o etanol é subestimado no ajuste e é mais pronunciada a partir de 100 g/L de 
etanol na fermentação. Os parâmetros cinéticos obtidos do Experimento 1 estão 
apresentados na Tabela 7.7  
 
Tabela 7.7 Parâmetros cinéticos ajustados no Experimento 1 
Experimento 1 
Parâmetro 
Tratamento (#1 e #2) Fermentação (# 1 e #2) 
Modelo - Xtotal Modelo - Xv Modelo - Xtotal Modelo - Xv 
µmax 0,107 0,128 0,232 0,209 
Xmax 128,5 172,5 40,4 25,9 
Pmax 218,4 214,9 108,4 127,8 
Yp/x 4,12 4,96 5,68 11,11 
Yx/s 9,86E-02 8,09E-02 7,98E-02 4,10E-02 
ki 3,49E-04 1,31E-04 2,28E-05 1,92E-05 
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Figura 7.33 Modelo ajustado aos dados experimentais do 1°ciclo do Experimento 1 
 
Tratamento 1 Fermentação 1
Modelo considerando células totais
Modelo considerando células viáveis
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Figura 7.34 Modelo ajustado aos dados experimentais do 2° ciclo do Experimento 
 
Uma simulação foi realizada em batelada a partir dos valores iniciais do 
Experimento 1 utilizando os parâmetros cinéticos mostrados na Tabela 7.6. As respostas de 
YP/S e Qp estão apresentadas na Tabela 7.8. Observa-se que as respostas da simulação são 
similares aos valores obtidos experimentalmente. 
 
Tabela 7.8. Comparação de resultados experimental e simulados 
Resposta Experimental Simulação Desvio 
YP/S (g/g) 0,42 0,48 13,07% 
Qp (g/L.h) 4,58 4,12 10,09% 
 
Tratamento 2 Fermentação 2
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Considerações gerais 
 
O tratamento celular proposto por CNPEM (2012) pode ser utilizado como um 
restaurador catalítico para manter ou melhorar o rendimento, produtividade e viabilidade em 
fermentações inibitórias ou de elevado estresse. A modelagem cinética mostrou que a 
reativação celular se comporta com uma fermentação. 
 
7.4. Conclusões 
 
O tratamento ácido mostrou que é função do pH e é pouco influenciado pela 
temperatura.  
 
As condições da reativação de células que favorecem a fermentação alcoólica são 
baixa temperatura (menor que 34 °C), potencial de oxi-redução negativo (em torno de - 50 
mV) e DAP.  
 
A modelagem cinética ajustou-se bem aos dados experimentais e pode ser usada 
como uma ferramenta em simulação de processos. 
 
7.5. Considerações finais 
 
Em decorrência da avaliação do tratamento ácido foi adotado nos seguintes 
experimentos condições padrões de: pH de 2,5, temperatura de 30°C e 30 min.  
 
O algoritmo matemático de modelam e simulação foram inseridas na biblioteca 
do simular EMSO. 
 
Sugere-se um estudo aprofundado através de um planejamento fatorial completo 
da reativação celular para determinar os valores ótimos de ORP, temperatura e DAP em um 
número maior de ciclos sucessivos para confirmar a eficácia desse processo para sustentar 
uma fermentação em condições adversas. 
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A reativação celular tem um grande potencial para ser utilizada em fermentação 
de E1G2G.   Dessa forma, sugere-se como continuidade do trabalho a avaliação da reativação 
em fermentações inibitórias; verificar o desempenho da reativação em fermentação com alta 
densidade celular; estudar a reativação em fermentação de E1G2G.  
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CAPÍTULO 8 
 
 
CONCLUSÕES GERAIS 
 
O desempenho da fermentação alcoólica com reciclo de células com substrato de 
E1G2G no modo em batelada mostrou ligeiramente inferior à uma fermentação E1G devido à 
exposição ao longo de toda fermentação aos componentes inibitórios do hidrolisado 
prejudicando o crescimento celular com indução de floculação.  
 
No entanto o desempenho da fermentação alcoólica com reciclo de células com 
substrato de E2G suplementado com melaço de cana-de-açúcar em modo batelada 
alimentada mostrou-se similar à fermentação E1G e melhor que a fermentação E1G2G. 
Devido à exposição aos inibidores de forma gradativa. 
 
Adicionalmente, a qualidade do produto final e o do efluente são similares aos 
produtos atuais da planta de primeira geração.  
 
Portanto, os resultados sugerem a factibilidade de implementar o processo de E2G 
com êxito em uma planta de segunda geração integrada ou autônoma.  
 
Os métodos experimentais para avaliação de um processo de fermentação em 
pesquisa e desenvolvimento foram validados e padronizados. As técnicas de monitoramento 
em tempo real requerem uma atualização constante devido a variabilidade dos parâmetros 
das matrizes do substrato e micro-organismo.  Além disso, as técnicas analíticas e 
microbiológicas mostraram fundamentais no desenvolvimento deste trabalho. 
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CAPÍTULO 9 
 
 
SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
A cepa levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada mostrou capaz de metabolizar 
furfural. Diante desse fato, essa rota bioquímica poderia ser aplicada para detoxificar meios 
contendo furfural e HMF. Avalição técnico-econômica para decidir a factibilidade em 
recuperar o álcool furfurílico e sua interferência na destilação de vinho para recuperação de 
etanol.  
 
Estudo da interferência do hidrolisado em termos bioquímicos para entender o 
mecanismo da toxidade intracelular por meio de técnicas de fluorescência para quantificar o 
estado de vitalidade e viabilidade. 
 
Levantamento reológico para a otimização do escalonamento da hidrólise 
enzimática em reator apropriado e de forma intensificada. 
 
Aplicação da reativação celular em fermentações inibitórias para promover o 
reciclo celular e assim aumentar a densidade celular para atingir elevada produtividade.  
Estudar componentes que agem na desintoxicação do micro-organismo por fenólicos. Avaliar 
outras fontes competitivas como o melaço. 
 
Validação da reativação celular em fermentação E1G2G com reciclo de células e 
porcentagem de hidrolisado acima de 25% (m/m) que corresponde ao máximo valor 
esperado.     
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APÊNDICE A 
 
Dados experimentais das fermentações com adição de ácido acético – Capítulo 3 
 
401.12.00.007.001A - branco
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 85,42 9,43 8,31 107,66 0,10 2,07 0,09
0,33 4,85 26,76 22,93 25,20 76,30 0,21 4,60 0,57
4,00 5,90 0,00 21,26 34,83 56,09 0,00 17,66 1,71
7,20 7,30 0,00 9,86 25,94 35,80 0,00 21,40 2,35
11,80 8,40 0,00 1,34 11,31 12,65 0,00 32,48 2,53
401.12.00.007.001B - branco
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 79,64 9,41 8,15 101,39 0,11 2,98 0,10
0,33 4,45 28,63 24,52 26,77 81,43 0,17 5,75 0,61
4,00 6,55 0,00 21,88 35,54 57,42 0,00 19,57 1,94
7,20 8,00 0,00 7,34 19,27 26,61 0,00 18,81 1,81
11,80 8,45 0,00 1,37 12,13 13,50 0,22 36,27 3,29
401.12.00.007.002A - 1 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 81,36 9,53 8,18 103,35 1,72 1,91 0,09
0,57 4,55 27,81 23,10 25,88 78,25 1,38 5,19 0,31
4,03 4,25 0,00 17,75 32,49 50,24 1,23 17,16 1,53
7,40 0,70 0,00 3,80 17,36 21,16 1,08 28,90 1,99
11,98 8,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,83 41,90 2,00
401.12.00.007.002B - 1 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 78,61 9,24 7,95 99,94 1,27 1,91 0,09
0,57 4,90 22,67 22,44 25,08 71,38 0,95 4,93 0,34
4,05 5,65 0,00 16,74 30,58 47,32 0,86 20,28 1,64
7,45 7,60 0,00 4,01 16,64 20,65 0,64 30,01 2,06
12,05 8,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,37 32,35 2,30
401.12.00.007.003A - 2 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 88,32 10,25 8,75 111,97 2,52 1,83 0,09
0,63 - 26,33 22,11 25,53 75,36 1,96 5,98 0,27
4,08 5,70 0,00 16,42 31,36 47,78 1,92 17,62 1,46
7,52 7,25 0,00 2,60 14,85 17,45 1,82 34,28 1,91
12,08 8,20 0,00 0,00 0,00 0,00 1,56 43,38 2,04
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401.12.00.007.003B - 2 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 87,30 10,11 8,61 110,61 2,26 2,20 0,11
0,72 4,80 23,67 20,65 22,33 67,90 1,60 6,00 0,27
4,08 5,45 0,00 17,06 31,88 48,94 2,03 21,77 1,89
8,52 8,05 0,00 3,05 15,60 18,65 1,73 35,46 1,97
12,12 8,55 0,00 0,00 0,00 0,00 1,45 43,19 2,08
401.12.00.007.004A - 3,5 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 75,25 10,80 10,32 100,33 4,05 0,00 0,00
0,80 4,50 30,98 23,75 24,69 81,05 3,49 2,28 0,00
4,15 5,50 0,00 15,10 29,29 44,39 3,19 19,25 1,16
8,60 7,25 0,00 2,08 13,48 15,56 3,33 33,66 1,73
12,17 7,95 0,00 0,00 0,00 0,00 3,13 40,20 1,75
401.12.00.007.004B - 3,5 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 87,19 10,12 8,72 110,62 4,16 0,00 0,00
0,80 4,45 34,61 23,63 24,47 84,53 3,25 3,35 0,00
4,15 5,10 0,00 17,25 32,20 49,45 3,33 18,82 1,25
8,60 6,80 0,00 3,01 16,22 19,23 3,25 33,28 1,80
12,17 7,65 0,00 0,00 0,00 0,00 3,12 41,57 1,93
401.12.00.007.005A - 5,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 85,00 9,92 8,58 107,97 5,83 0,00 0,00
0,88 4,50 33,50 24,68 24,90 84,84 4,69 0,65 0,00
4,23 5,70 0,00 16,44 29,12 45,56 4,47 13,48 0,91
8,73 6,75 0,00 2,68 15,07 17,75 4,90 23,15 1,59
12,22 6,95 0,00 0,00 0,00 0,00 4,74 41,43 1,63
401.12.00.007.005B - 5,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 82,89 9,76 8,40 105,41 5,90 0,00 0,00
0,95 4,40 34,36 25,27 25,30 86,74 4,79 0,78 0,00
4,23 5,00 0,00 19,91 33,87 53,78 4,89 18,63 0,00
8,75 6,80 0,00 4,21 16,94 21,15 4,87 32,61 1,57
12,27 7,20 0,00 0,00 0,00 0,00 4,88 42,74 1,77
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401.12.00.007.006A - 7,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 88,26 10,01 8,88 111,80 6,65 0,00 0,00
0,83 5,60 26,39 30,44 30,30 88,52 6,55 0,00 0,00
5,08 4,20 0,26 25,37 37,31 62,95 7,00 13,71 0,00
7,85 4,90 0,00 10,03 25,33 35,36 6,54 25,63 0,87
12,70 6,15 0,00 0,81 8,78 9,59 7,32 32,24 1,13
401.12.00.007.006B - 7,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 83,54 10,22 9,51 107,67 8,91 0,00 0,00
0,83 2,35 26,11 28,73 28,62 84,83 6,21 0,53 0,00
5,08 4,30 0,00 27,57 35,21 62,78 6,61 7,60 0,00
7,88 4,80 0,00 18,31 31,46 49,77 7,31 17,47 0,00
12,75 5,95 0,00 0,00 0,00 0,00 6,90 36,53 1,26
401.12.00.007.007A - 9,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 83,11 9,76 8,58 105,82 11,49 0,00 0,00
1,00 4,45 29,09 31,45 30,82 92,89 9,43 0,00 0,00
5,13 3,85 0,00 38,09 44,36 82,45 9,57 3,89 0,00
8,00 3,90 0,00 34,95 44,70 79,65 9,74 6,22 0,00
12,82 4,25 0,00 18,03 33,96 51,99 10,41 19,50 0,52
401.12.00.007.007B - 9,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 83,11 9,76 8,58 105,82 10,60 0,00 0,00
1,17 4,60 29,12 32,98 32,50 96,13 9,16 0,59 0,08
5,13 4,90 0,00 18,67 32,38 51,05 9,28 17,21 1,03
12,85 5,35 0,00 3,67 16,57 20,24 9,14 24,21 1,55
401.12.00.007.008A - 11,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 84,68 10,00 8,80 107,94 14,16 0,00 0,00
1,25 5,50 29,08 31,90 31,07 93,58 9,71 0,23 0,04
5,18 4,15 0,00 34,26 41,57 75,83 11,13 7,75 0,27
8,12 4,65 0,00 21,39 32,29 53,68 10,79 15,83 0,61
12,92 5,75 0,00 1,50 11,59 13,09 10,77 31,08 1,22
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401.12.00.007.008B - 11,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 87,44 10,14 8,85 111,03 10,79 0,00 0,03
1,33 4,25 29,89 32,15 30,91 94,52 10,37 0,26 0,04
5,18 4,50 0,42 34,28 43,11 77,83 11,30 6,23 0,18
8,15 4,10 0,00 28,39 38,23 66,62 10,80 9,79 0,27
12,92 5,25 0,00 7,14 18,43 25,57 11,16 25,37 0,81
401.12.00.007.009A - 13,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 83,40 9,95 8,72 106,46 16,22 0,55 0,10
1,58 4,90 25,38 26,63 24,98 78,33 13,94 0,94 0,15
5,23 4,35 1,07 37,70 40,12 78,95 12,95 4,70 0,16
8,18 4,05 0,00 34,20 41,28 75,48 12,92 7,30 0,19
12,97 4,10 0,00 22,51 35,44 57,95 12,88 14,00 0,42
401.12.00.007.009B- 13,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 86,58 9,70 9,00 109,84 18,66 0,54 0,10
1,67 4,70 27,19 28,88 28,09 85,59 12,66 1,39 0,13
5,23 4,70 0,48 35,08 39,36 74,95 12,82 2,80 0,14
8,22 4,15 - - - - - - -
13,00 4,65 0,00 28,42 38,39 66,81 13,55 10,64 0,29
401.12.00.007.010A- 15,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 83,21 9,47 8,76 105,82 16,65 0,36 0,11
1,83 4,65 30,68 30,51 28,61 91,41 14,98 0,96 0,12
5,27 4,90 0,72 41,45 43,68 85,89 14,38 1,62 0,11
8,25 4,25 0,00 40,80 44,45 85,25 14,51 2,52 0,13
13,07 4,75 0,00 35,57 39,96 75,53 13,86 4,32 0,14
401.12.00.007.010B- 15,0 g/L
Tempo Células Sacarose Glicose Frutose ART Ác. acético Etanol Glicerol
h g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L g/ L
Substrato - 84,68 9,52 8,93 107,59 18,18 0,58 0,10
1,83 4,50 28,42 30,93 30,02 90,87 14,58 0,75 0,13
5,27 4,45 0,72 33,92 36,89 71,57 14,16 3,77 0,16
8,25 4,35 0,00 37,95 41,61 79,56 15,02 4,84 0,19
13,10 4,75 0,00 31,61 39,08 70,69 13,96 6,47 0,21
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APÊNDICE B 
 
Dados experimentais das fermentações com furfural – Capítulo 3 
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APÊNDICE C 
 
Dados experimentais das fermentações com hidrolisado – Capítulo 4 
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APÊNDICE D 
 
Teste de coluição da sacarose e celobiose em HPLC coluna HPX-87P – Capítulo 4 
 
Todas as injeções foram feitas em triplicata, além da celobiose também foi 
injetado um padrão de arabinose que não coincidiu com nenhum dos analitos. 
 
Teste 1: Foi injetada uma amostra de solução padrão de celobiose, tendo como pico de 
resposta na janela tempo entre 11,5 e 14,3 min o software identificou como sendo sacarose 
(Figura 1). 
 
Figura 1: Teste 1 amostra celobiose 
 
Teste 2: Foi sobreposto o cromatograma do teste 01(Azul) com de um cromatograma de 
padrão de check (Verde) contendo o analito sacarose, podemos notar que coincide os tempos 
de retenção (Figura 2). 
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Figura 2. Sobreposição celobiose/Sacarose 
 
Teste 3: Foi misturado solução padrão de celobiose com solução padrão de sacarose , foi 
observado nenhuma anomalia no perfil do cromatograma (Figura 3). 
 
 
Figura 3: Mistura de celobiose e sacarose
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APÊNDICE E 
 
Experimento 2 
Parâmetro 
Tratamento (#1 e 2) Fermentação (# 1 e 2) 
Modelo  - Xtot Modelo - Xv Modelo  - Xtot Modelo - Xv 
µmax 0,134 0,144 0,110 0,132 
Xmax 128,5 172,5 62,4 28,4 
Pmax 218,4 214,9 116,6 130,3 
Yp/x 4,47 6,20 6,27 13,79 
Yx/s 8,91E-02 6,42E-02 6,21E-02 2,90E-02 
ki 1,75E-04 6,55E-05 9,20E-06 7,68E-06 
     
Experimento 3 
Parâmetro 
Tratamento (#1 e 2) Fermentação (# 1 e 2) 
Modelo  - Xtot Modelo - Xv Modelo  - Xtot Modelo - Xv 
µmax 0,091 0,125 0,139 0,116 
Xmax 124,8 191,2 31,1 24,1 
Pmax 220,9 222,3 120,8 132,6 
Yp/x 3,50 3,83 8,06 15,86 
Yx/s 1,13E-01 1,08E-01 5,94E-02 3,33E-02 
ki 4,02E-04 1,31E-04 4,99E-05 6,53E-06 
     
Experimento 4 
Parâmetro 
Tratamento (#1 e 2) Fermentação (# 1 e 2) 
Modelo  - Xtot Modelo - Xv Modelo  - Xtot Modelo - Xv 
µmax 0,134 0,137 0,129 0,090 
Xmax 124,1 186,5 32,8 40,8 
Pmax 220,0 177,7 112,4 121,2 
Yp/x 2,67 4,31 7,50 14,52 
Yx/s 1,37E-01 8,63E-02 5,52E-02 3,53E-02 
ki 2,18E-04 1,05E-04 5,40E-05 5,76E-05 
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Experimento 5 
Parâmetro 
Tratamento (#1 e 2) Fermentação (# 1 e 2) 
Modelo  - Xtot Modelo - Xv Modelo  - Xtot Modelo - Xv 
µmax 0,147 0,127 0,147 0,189 
Xmax 128,5 172,5 57,7 27,7 
Pmax 218,4 215,4 111,9 125,0 
Yp/x 4,48 7,21 6,38 10,00 
Yx/s 1,10E-01 6,97E-02 7,14E-02 4,72E-02 
ki 2,62E-04 9,83E-05 1,44E-05 5,38E-06 
     
Experimento 6 
Parâmetro 
Tratamento (#1 e 2) Fermentação (# 1 e 2) 
Modelo  - Xtot Modelo - Xv Modelo  - Xtot Modelo - Xv 
µmax 0,126 0,153 0,173 0,126 
Xmax 128,5 172,5 42,9 42,8 
Pmax 218,4 215,4 118,5 118,3 
Yp/x 3,98 4,49 6,72 10,08 
Yx/s 1,06E-01 9,55E-02 7,42E-02 4,57E-02 
ki 3,93E-04 1,47E-04 7,18E-06 1,08E-05 
     
Experimento 7 
Parâmetro 
Tratamento (#1 e 2) Fermentação (# 1 e 2) 
Modelo  - Xtot Modelo - Xv Modelo  - Xtot Modelo - Xv 
µmax 0,139 0,193 0,127 0,107 
Xmax 128,5 176,1 42,9 42,2 
Pmax 218,4 137,0 118,5 122,3 
Yp/x 2,95 3,26 7,70 11,32 
Yx/s 1,11E-01 1,06E-01 6,33E-02 4,35E-02 
ki 5,90E-04 2,23E-04 1,08E-05 1,61E-05 
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Experimento 8 
Parâmetro 
Tratamento (#1 e 2) Fermentação (# 1 e 2) 
Modelo  - Xtot Modelo - Xv Modelo  - Xtot Modelo - Xv 
µmax 0,134 0,147 0,163 0,091 
Xmax 102,6 175,9 32,4 29,8 
Pmax 254,4 219,4 120,0 132,6 
Yp/x 3,02 3,46 8,65 15,00 
Yx/s 1,25E-01 1,12E-01 5,52E-02 3,20E-02 
ki 8,85E-04 3,34E-04 1,61E-05 2,42E-05 
Anexos 266 
Tese de Doutorado – Celina Kiyomi Yamakawa  
ANEXOS 
 
Autorização do editor da revista Proc. Int. Soc. Sugar Cane Technol. (ISSCT) para a inclusão do 
trabalho (Vol. 28, 1391-1400, 2013) nesta tese. 
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permission to reproduce the paper published in the Society’s 2013 Proceedings (volume 28: 1391-
1400) entitled: 
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by 
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in her PhD thesis. 
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ANEXOS 
Autorização do editor da revista Chemical Engineering Transactions para a inclusão dos 
trabalhos DOI: 10.3303/CET1332229 e DOI: 10.3303/CET16500280 nesta tese. 
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